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RESUME
L'enzyme fructose-diphosphate aldoiase (EC.4.1.2.13) est un enzyme abondant
du cycle glycolytique catalysant le clivage réversible du D-fructose-l,6-diphosphate
en dihydroxyacétone-phosphate et D-glycéraldéhyde-3-phosphate. Les modifications
chimiques effectuées pour l'aldolase de classe I ont permis d'identifier certains
résidus d'acides aminés impliqués dans la catalyse. Ces études ont également
démontré que le mécanisme enzymatique de l'aldolase de classe I implique la
formation de deux bases de Schiff et d'un intermédiaire carbanion. L'interprétation
du mécanisme enzymatique au niveau moléculaire nécessite la solution de la
structure tridimensionnelle de l'aldolase à haute résolution.
La structure tridimensioimelle de l'aldolase de muscle de lapin à une
résolution de 2.1Â a été déterminée par cristallographie et diffraction aux rayons-X
pour la forme cristalline monoclinique de cet enzyme. La correction systématique
des intensités de diffraction mesurées à l'aide d'un diffractomètre implique des
modèles semi-empiriques pour l'évaluation du bruit de fond, de la transmission et
de la décomposition du cristal en présence du faisceau de rayons-X. La corrélation
des 185843 intensités mesurées à partir de 72 cristaux en 90036 réflexions uniques
(I>0) génère un facteur résiduel de 0.046. La solution du problème des phases
utilise un seul dérivé d'atomes lourds. La dualité de phases obtenue de ce dérivé
d'atomes lourds est résolue par la symétrie non-cristallographique du tétramère et
l'effet moyenne du solvant. L'affinement cristallographique des 11616 atomes en
fonction des 85380 réflexions uniques de lOÂ à 2.1Â (Fo>3a) génère un facteur
résiduel de 0.166 avec une déviation aux distances et aux angles de liaison de 0.02Â
et 1.79 respectivement. Considérant la correction de pertes d'intensité de cette forme
cristalline dépassant les 80%, la qualité des résultats obtenus suggère que les
modèles semi-empiriques utilisés pour la correction des données de diffraction sont
en majeure partie responsables de la solution de la structure tridimensionnelle à la
résolution de 2.1Â.
L'architecture moléculaire de l'aldolase est composée de huit brins-fî et de
douze hélices-a. L'organisation spatiale de ces structures secondaires forme un baril-
fî composé de deux groupes de feuillets-fî parallèles. La similitude de structure entre
le motif des déshydrogénases et un des deux groupes de feuillets-J3 suggère une
relation d'évolution entre le baril-J3 et le motif des déshydrogénases.
La modélisation de la base de Schiff du D-fructose-l,6-diphosphate avec le
résidu lysine 229 suggère un rôle potentiel pour la catalyse enzymatique des résidus
d'acides aminés se retrouvant au site actif. La modélisation du substrat effectuée
pour une autre forme cristalline de l'aldolase identifie essentiellement les mêmes
résidus d'acides d'aminés. Les rôles potentiels suggérés pour la catalyse enzymatique
sont différents entre les deux modélisations. La thèse discute des deux mécanismes
enzymatiques proposés.
La structure tridimensionnelle obtenue pour la région COOH-terminale de
deux des quatre sous-unités est en interaction avec un autre tétramère de la maille
cristalline. La conservation des principaux résidus d'acides aminés impliqués dans
l'interaction de la région COOH-terminale suggère un mécanisme potentiel de
polymérisation de tétramères d'aldolase in vivo. L'inhibition connue de l'enzyme
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase par les produits d'oxydation de
l'aldolase en présence de fructose-l,6-diphosphate et d'hexacyanoferrate (III)
démontre une interaction entre ces deux enzymes impliquant un transfert des
produits de réaction. La conformation de la région COOH-terminale pour la forme
cristalline monoclinique démontre sa mobilité, et permet de proposer un mécanisme
de transfert des produits de réaction entre le site actif de l'aldolase et le site actif de
la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase.
INTRODUCTION
L'enzyme fructose-diphosphate aldolase (EC.4.1.2.13), communément appelé
aldolase, est un enzyme du cycle glycolytique catalysant la scission réversible du D-
fructose-l,6-diphosphate en dihydroxyacétone-phosphate et D-glycéraldéhyde-3-
phosphate. La découverte de l'aldolase est directement liée à la découverte de la
glycolyse (revue par Kalckar, 1969). La purification d'un enzyme, le zymohexase,
ayant la propriété de produire deux trioses phosphates à partir d'un hexose
diphosphate (Meyerhof et Lohmann, 1934) consolidait l'hypothèse de la glycolyse
(Embden et al, 1933). L'aldolase catalyse la condensation aldohque entre le
dihydroxyacétone phosphate et divers aldéhydes (Meyerhof et Lohmann, 1935).
L'analogie que la réaction catalysée par le zymohexase pouvait être la réaction
inverse de celle catalysée par l'aldolase ainsi que l'observation d'une activité
aldolasique catalysée par un échantillon de zymohexase démontraient que ces deux
enzymes étaient le même (Herbert et al, 1940). Le myogène A, sans activité
enzymatique apparente, cristallise sous forme hexagonale bipyramidale (Baranowski,
1939), laquelle est différente des aiguilles obtenues pour l'aldolase. La présence
d'activité aldolasique observée à partir des cristaux du myogène A (Engelhardt,
1942-43) et l'interconversion de la forme cristalline du myogène A en forme
cristalline de l'aldolase selon le pH utilisé lors de la cristallisation (Taylor et al,
1948) suggéraient que le myogène A était en fait de l'aldolase. La présence de
glycérol phosphate déshydrogénase démontre que le myogène A n'est pas
uniquement composé d'aldolase et permet d'expliquer la différence d'activité
spécifique entre le myogène A et l'aldolase (Baranowski et Niederland, 1949).
L'aldolase est essentiel à la glycolyse (figure 1). L'aldolase est un enzyme
abondant; celui de muscle de lapin représente 5% (w/w) des protéines solubles
(Penhoet et al, 1969). On distingue deux classes d'aldolase. L'aldolase de classe I,
retrouvé chez les plantes et les mammifères, catalyse la réaction via la formation
d'une base de Schiff avec le substrat (Grazi et al, 1962). L'aldolase de classe II, les
métalloaldolases des bactéries et des moisissures, requiert la présence d'un ion
métallique bivalent tel que le Zn^"^ lors de la catalyse (Rutter, 1964). L'aldolase
catalyse également la scission réversible du D-fructose-l-phosphate en
dihydroxyacétone-phosphate et D-glycéraldéhyde. Les différences d'activité
enzymatique envers le fructose-l,6-diphosphate par rapport au fructose-1-phosphate
ont permis d'identifier trois isoenzymes chez les vertébrés (Penhoet et al, 1969):
l'aldolase A principalement retrouvé dans le muscle, l'aldolase B isolé du foie, et
l'aldolase C en plus grande concentration dans le cerveau.
L'ALDOLASE DE CLASSE I
Des études de sédimentation démontrent que l'aldolase possède une masse
moléculaire de 158000 daltons. En présence de guanidine-HCl la dissociation de
l'aldolase en sous-unités de masse moléculaire moyenne de 40000 daltons suggère
que l'aldolase est un tétramère (Kawahara et Tanford, 1966). La purification à partir
d'un homogénat de reins de trois hybrides entre les aldolases A et B, la purification
à partir d'un homogénat de cerveau de trois hybrides entre les aldolases A et C, en
plus de la formation in vitro de trois hybrides entre les aldolases B et C ne peut être
expliqué que par l'hypothèse d'un tétramère, et suggère également que les formes
FIGURE 1
LA GLYCOLYSB
L'aldolase catalyse la scission réversible du D-fructose-l,6-diphosphate en
dihydroxyacétone phosphate et D-glycéraldéhyde-3-phosphate (tirée de Stryer, 1981).
Hexokinaso
Glucose
ATP
l/"
^ADP
Glucose 6-phosphate
Phosphoglucose
isomerase
Fructose 6-phosphate
,ATP
Phosphofrucio-
kinase
"^ADP
Fructose 1,6-bisphosphate
Aldolase
Dihydroxyacetone
phosphate
Triose phosphate
isomerase
Glyceraldehyde
3-phosphate
Glyceraldehyde
3-phosphale
dehydrogenase
^NAD-' -f Pj
^ NADH + H-
1,3-Bisphosphoglycerate
^ADP
S ATP
Phosphoglycerate
krnase
3-Phosphoglycerate
Phosphoglycero-
mutase
2-Phosphoglycerate
Enolase
HjO
Phosphoenoipyruvate
Pyruvate
krnase
ADP
^ATP
Pyruvate
non-hybrides seraient composées de quatre sous-unités quasi identiques (Penhoet et
al, 1966). La présence d'une sous-imité par unité asymétrique dans une forme
cristalline orthorhombique d'aldolase A démontre que chaque sous-unité du
tétramère possède la même conformation tridimensionnelle et qu'elles sont
superposables par l'opération de symétrie 222 (Heidner et al, 1971), opération de
symétrie en accord avec l'analyse des sites de dérivés d'atomes lourds obtenus à
partir de la forme cristalline monoclinique de cet isoenzyme (Eagles et al, 1969).
La structure primaire des différents isoenzymes d'aldolase des mammifères
est connue (Lai et al, 1974; Sajgo et Hajos, 1974; Beufîeld et al, 1979; Tolan et al,
1984; Rottmaim et al, 1984; Burgess et Penhoet, 1985; Tsutsumi et al, 1985; Joh et
al, 1985; Rottmann et al, 1987; Maire et al, 1987; Joh et al, 1990); elle est composée
de 363 acides aminés par sous-unité. La comparaison de ces séquences de résidus
d'acides aminés incluant des séquences d'aldolase de plante et de parasite suggère
une forte homologie de séquence excepté pour une région de résidus d'acides
aminés du coté COOH-terminal de l'enzyme (Kelly et Tolan, 1987). On observe
aussi une forte homologie lors de la comparaison de la structure et de l'organisation
des gènes des isoenzymes d'aldolase des différentes espèces (Joh et al, 1990).
Chaque gène possède 8 exons codants pour la protéine avec des sites exon-intron
situés aux mêmes positions nucléotidiques. Un neuvième exon variable en région
5' non-codante provient soit de l'utilisation de promoteurs multiples pour le gène de
l'aldolase A, soit de différents sites d'initiation de la transcription dans le cas des
gènes des aldolases B et G. On connaît à ce jour deux maladies génétiques
impliquant l'aldolase. Un changement d'un résidu acide aspartique en résidu glycine
en position 128 pour l'aldolase A est associé à une anémie hémolytique héréditaire
(Kishi et al, 1987). L'enzyme modifié ne possède que 30% de l'activité spécifique
de l'aldolase A normal, et de plus, est thermolabile (Takasaki et al, 1990).
L'intolérance au fructose, une maladie génétique héréditaire de l'aldolase B, est
causée principalement par un changement d'un résidu d'acide aminé, soit du résidu
alanine en résidu proline en position 149 produisant un enzyme ayant une activité
plus faible, ou encore du résidu alanine en résidu acide aspartique en position 174
générant un enzyme instable (Cross et Cox, 1990).
Considéré comme un enzyme soluble, un nombre grandissant de résultats
suggère que l'aldolase serait aussi en interaction avec d'autres constituants
cellulaires. L'aldolase et d'autres enzymes de la glycolyse formeraient un complexe
multienzymatique (Ovâdi, 1988). L'inhibition de l'enzyme glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase par les produits d'oxydation de l'aldolase en présence de
fructose-1,6-diphosphate et d'hexacyanoferrate (III) suggère fortement un transfert
direct d'un site actif à l'autre d'intermédiaire de la glycolyse (Patthy et Vas, 1978).
Certains enzymes impliqués dans ces complexes multienzymatiques, incluant
l'aldolase, interagiraient avec le cytoskelette (Clarke et al, 1985) et les membranes
cellulaires (Harris et Winzor, 1990). La régulation des interactions et de l'activité
enzymatique de l'aldolase pourrait être contrôlée par des médiateurs phosphates de
sa forme la plus simple le phosphate inorganique (Sygusch et al, 1990) jusqu'au
second messager tels les inositols polyphosphates (Thieleczek et al, 1989).
L'interaction de l'aldolase avec les nucléotides suggère que ces derniers seraient
aussi des effecteurs de l'activité enzymatique (Kasprzak et Kochman, 1980;
Chumachenko et al, 1990).
MECANISME ENZYMATIQUE DE L'ALDOLASE DE CLASSE I
Considérant l'intérêt de la réaction catalysée, soit la formation d'un lien
carbone-carbone, le mécanisme enzymatique de l'aldolase est probablement le
mécanisme qui a été le plus étudié par des méthodes biochimiques étant donné la
facilité à purifier cet enzyme par cristallisation (Taylor et al, 1948). L'addition de
dihydroxyacétone-phosphate à l'aldolase provoque un changement d'absorption
spectrophotométrique en ultraviolet suggérant la formation d'un complexe stable
dihydroxyacétone-phosphate/aldolase (Topper et al, 1957). Après réduction de ce
complexe au borohydrure de sodium suivie d'une hydrolyse des résidus d'acides
aminés, l'identification d'un groupement N^-J3-glycéryllysine démontre la formation
d'une base de Schiff entre le groupement cétone du dihydroxyacétone phosphate et
le groupement e-amino d'un résidu lysine de l'aldolase (Grazi et al, 1962). La même
expérience effectuée en présence du fructose-1,6-diphosphate au lieu du
dihydroxyacétone-phosphate identifie le même groupement N®-J3-glycéryllysine et en
plus un groupement N^(2-déoxy-2-glucitol) L-lysine démontrant la formation d'une
deuxième base de Schiff impliquant le groupement cétone du fructose-1,6-
diphosphate (Avigad et Englard, 1972; Trombetta et al, 1977). La présence d'un
intermédiaire stable carbanion du dihydroxyacétone-phosphate est suggérée par la
décomposition accélérée du tétranitrométhane en nitroforme en présence des
substrats dihydroxyacétone-phosphate ou fructose-l,6-diphosphate et de l'aldolase
(Christen et Riordan, 1968). L'identification d'un groupement hydroxypyruvaldéhyde-
phosphate comme produit de réaction lors de l'utilisation du tétranitrométhane
(Healy et Christen, 1972) ou de l'oxydation de l'hexacyanoferrate (III) (Healy et
Christen, 1973) démontre la formation d'un intermédiaire carbanion au carbone-3
du dihydroxyacétone-phosphate. L'enlèvement du résidu tyrosine au COOH-terminal
de l'aldolase diminue l'activité envers le fructose-1,6-diphosphate sans affecter
l'activité envers le fructose-1-phosphate (Drechsler et al, 1959). La comparaison des
cinétiques d'échanges isotopiques entre le fructose-l,6-diphosphate et les trioses
phosphates pour l'aldolase modifié par la carboxypeptidase et l'aldolase normal
permet de proposer un mécanisme enzymatique uni-bi libérant le glycéraldéhyde-3-
phosphate suivi du dihydroxyacétone-phosphate (Rose et al, 1965). Le mécanisme
enzymatique interprétant l'ensemble de ces résultats est schématisé à la figure 2.
Ce mécanisme proposé permet l'interprétation de catalyses effectuées par
l'aldolase telles l'incorporation de tritium de au dihydroxyacétone-phosphate
(Rose et Rieder, 1955; Bloom et Topper, 1956) ainsi que l'échange d'oxygène entre
le et la fonction cétone des substrats (Model et al, 1968). Ce mécanisme
enzymatique suggéré est en accord avec la spécificité observée pour les trioses
phosphates; la condensation s'effectue seulement avec le dihydroxyacétone-phosphate
mais peut utiliser divers groupements aldéhydes (Horecker, 1959). Les fonctions
cétone et aldéhyde des trioses phosphates impliquées dans cette catalyse sont en
équilibre en solution avec leur forme hydratée le gem-diol (Trentham et al, 1969;
Reynolds et al, 1971). La forme solvatée majoritaire du D-fructose-1,6-diphosphate,
soit le B-D-fructofuranose-l,6-diphosphate, serait aussi substrat de l'aldolase
suggérant une catalyse de l'ouverture du cycle formant la fonction cétone nécessaire
FIGURE 2
MECANISME ENZYMATIQUE PROPOSE
POUR L'ALDOLASE DE CLASSE I
Le mécanisme enzymatique proposé est de type uni-bi impliquant la formation de
deux bases de Schiff et d'un intermédiaire carbanion (tirée de Morse et Horecker,
1968).
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à la formation de la base de Schiff (Horecker et al, 1972; Rose et O'Coimell, 1976).
La connaissance de la structure primaire de l'aldolase a permis d'identifier
certains résidus d'acides aminés impliqués dans la catalyse ou se retrouvant au site
actif de l'enzyme. Le résidu lysine 229 serait responsable de la formation des bases
de Schiff avec les substrats (Lai et Chen, 1968; Lai et Oshima, 1971). L'inhibition de
l'aldolase par le pyridoxal-phosphate se fait en empêchant la partie glycéraldéhyde-3-
phosphate de lier l'enzyme (Shapiro et al, 1968). La réduction du complexe
pyridoxal-phosphate/aldolase par le borohydrure de sodium suivie d'une dégradation
peptidique par la trypsine identifie le résidu lysine 107 impliqué dans la liaison du
Cg-phosphate (Anai et al, 1973). Le résidu lysine 146 se retrouverait au site actif car
l'aldolase en présence de fructose-l,6-diphosphate et de l'hexacyanoferrate (III)
forme un lien entre le résidu lysine 146 et le résidu lysine 229 via l'incorporation
d'un triose phosphate (Lubini et Christen, 1979).
IMPLICATION DU PROJET
Certes les structures primaires des aldolases et l'organisation spatiale de la
structure quaternaire sont connues mais les structures secondaires et le rephement
global formant la structure tertiaire reposent sur des modèles de prédiction.
Considérant un site de liaison des nucléotides pour l'aldolase, la prédiction d'unité
répétitive de brin-B suivi d'hélice-a suggère que cet enzyme aurait le même type de
repliement que celui observé pour les déshydrogénases (Stellwagen, 1976). L'analyse
plus détaillée utilisant un ensemble de méthodes de prédiction suggère aussi des
unités répétitives de brin-B et d'hélice-a représentant le motif utilisé dans la
11
formation d'un repliement de type baril-fî (Sawyer et al, 1988). L'absence de
structure tridimensionnelle connue de l'aldolase limite l'interprétation des résultats
obtenus, en particulier pour la compréhension du mécanisme enzymatique au niveau
moléculaire. Le projet proposé est de résoudre l'architecture moléculaire de
l'aldolase. Considérant la dimension de cette protéine, une méthode s'impose: la
cristallographie par diffraction aux rayons-X.
Faisant partie des toutes premières protéines à être cristallisées, on
dénombre maintenant plusieurs formes cristallines de l'aldolase (Goryunov et al,
1969; Eagles et al, 1969; Heidner et al, 1971; Sawyer, 1972; Millar et al, 1981;
Brenner-Holzach et Smit, 1982; Sygusch et Beaudry, 1985). L'aspect de la carte de
densité électronique obtenue avec des données de diffraction à une résolution de
3.5Â pour la forme cristalline monoclinique de l'aldolase de muscle de lapin
démontre la présence d'hélices-a et de brins-J3 (Sygusch, 1985).
La présente thèse décrit d'abord l'interprétation de la continuité de la carte
de densité électronique en fonction de la séquence de résidus d'acides aminés. Le
choix de cette forme cristalline de l'aldolase A est doublement intéressant car, en
plus de déterminer la structure tridimensionnelle des quatre sous-unités
indépendantes soit un tétramère par unité asymétrique, l'enzyme est actif en milieu
cristalhn (Sygusch et Beaudry, 1984). J'inclurai aussi dans cette thèse le travail
effectué à faible résolution pour le mutant thermolabile résidu acide aspartique en
résidu glycine en position 128 de l'aldolase A d'humain.
Les résultats obtenus tout au long de cette thèse ont déjà fait l'objet de trois
publications (Sygusch et al, 1987; Sygusch et Allaire, 1988; Sygusch et al, 1990) et de
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nombreux résumés. La cormaissance de l'architecture moléculaire suggère un
ensemble de résidus d'acides aminés impliqués dans la catalyse, et elle sert de
modèle dans la compréhension de sa structure quaternaire. L'utilisation de la
structure tridimensionnelle de l'aldolase A de lapin a permis de résoudre par
remplacement moléculaire la structure tridimensionnelle de l'aldolase A d'humain
dans sa forme cristalline hexagonale bipyramidale ayant une sous-unité par unité
asymétrique (Gamblin et al, 1990; Gamblin et al, 1991). La même méthodologie
utilisée pour résoudre la structure tridimensioimelle de l'aldolase B de lapin
(Sygusch et Beaudry, 1985) suggère une nouvelle interprétation de l'organisation des
tétramères dans la maille cristallographique (White, 1990). Les coordonnées
atomiques ainsi que les données de diffraction seront déposées dans la banque de
données PDB (Bernstein et al, 1977).
13
MATERIEL ET METHODES
CRISTALLISATION
L'aldolase de muscle de lapin acheté chez Boehringer Mannheim Ltd
(Boehringer Mannheim Canada Ltd, Laval, Québec, Canada) ou purifié par
chromatographie d'affinité (Sygusch et al, 1984), et l'aldolase mutant d'humain
D128G (résidu acide aspartique en résidu glycine en position 128) gracieusement
offert par le Dr Yozo Takasaki du Saga Médical School, Nabeshima, Japon
(Takasaki et al, 1990), est dialysé contre un tampon TEA lOOmM, EDTA 5mM,
saturé à 40% (v/v) au sulfate d'ammonium à un pH final de 7.4. Un échantillon de
400 lA du dialysat ajusté à une concentration de protéine de 5mg/ml est cristallisé
en tube par précipitation avec environ 36^A du même tampon saturé à 100% au
sulfate d'ammonium. La cristallisation s'effectue à 30°C à une saturation
approximative de sulfate d'ammonium de 45%. La présence de cristaux plats en
forme hexagonale invariablement maclés s'observe après une semaine du début de
la cristallisation. Les cristaux maclés d'une épaisseur minimale de 0.25mm sont
coupés et la partie utilisable pour mesurer les données de diffraction avait en
moyenne 0.7mm x 0.7mm. La préparation de dérivés d'atomes lourds du platine de
l'aldolase de muscle de lapin s'effectue par l'immersion des cristaux maclés dans le
même tampon saturé à 45% au sulfate d'ammonium incluant IjitM de K2Pt(CN)4.
Après 19 heures d'immersion, les cristaux sont coupés et utilisés. Les cristaux sont
de type monoclinique de symétrie P2^ avec un tétramère par unité asymétrique. Les
paramètres de maille pour l'enzyme natif sont: a=164.1Â, b=57.5Â, c = 85.1Â,
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13 = 102.7°. Ces paramètres de maille varient peu, variations inférieures à 0.2Â,
comparativement à ceux du mutant D128G ou ceux des dérivés d'atomes lourds.
ACQUISITION DES DONNEES DE DIFFRACTION
La mesure de l'intensité des taches de diffraction a été effecmée à l'aide
d'un diffractomètre CAD4 modifié pour l'analyse de protéine et provenant de la
compagnie Enraf Nonius (Cambridge Inst. Canada Inc., Montréal, Québec, Canada).
Une modification supplémentaire du diffractomètre a été nécessaire pour
permettre l'utilisation d'une anode rotative RU-200 de la compagnie Rigaku-Denki
(Rigaku Canada, Newmarket, Ontario, Canada). Ajusté à 52kV et 53mA, ce faisceau
de rayons-X est monochromatisé par deux miroirs à surface de nickel.
L'analyse de plus de 200 cristaux a été nécessaire pour l'acquisition des
données de diffraction. La mesure de l'intensité des taches de diffraction a été
effectuée par un balayage tù/0 d'une largeur minimisant la mesure du bruit de fond.
Le dédoublement de certaines réflexions HKL caractérisait un cristal maclé donc
inutilisable pour la mesure de l'intensité des taches de diffraction. La perte
d'intensité des taches de diffraction due à la détérioration du cristal en présence du
faisceau de rayons-X, temps de demie-vie de deux jours, a été un autre facteur
responsable de l'utilisation d'un grand nombre de cristaux. Utilisé pour une période
maximale de trois jours, chaque cristal donnait en moyenne 2000 intensités des
taches de diffraction, du quart de la sphère réciproque H,K,±L, mesurées en mode
zigzag en faisant varier l'indice L en premier, H en second et finalement K.
L'acquisition des données de diffraction pour l'enzyme natif et le dérivé platine s'est
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effectuée par couche de résolution. Ayant déjà les données de diffraction à une
résolution de 3.5Â (Sygusch, 1985), les couches de résolution mesurées ont été 2.9Â
pour les deux formes, et successivement 2.1k, 2.5k, 2.3Â et 2.1Â pour l'enzyme natif.
Les données de diffraction mesurées pour le dérivé d'atomes lourds incluaient les
données anomales jusqu'à une résolution de 6.0Â. Les données de diffraction pour
le mutant D128G ont été mesurées jusqu'à une résolution de 4.0Â.
CORRECTION DES DONNEES DE DIFFRACTION
Une attention toute particulière a été portée à la correction des données de
diffraction. Des analyses approfondies à partir d'intensités mesurées ont permis de
développer des modèles semi-empiriques pour la correction systématique du bruit
de fond, de la transmission du cristal et de la dégradation du cristal en présence du
faisceau de rayons-X. L'évaluation des coefficients décrivant ces modèles semi-
empiriques a été effectuée pour chaque cristal, par la méthode du moindre carré,
utilisant des intensités mesurées implicites à l'analyse de la correction désirée; ces
coefficients évalués ont été à leur tour utilisés pour la correction de l'intensité des
taches de diffraction. Toutes ces corrections d'intensités, incluant les corrections
théoriques de polarisation et de Lorentz, sont incluses dans un programme
initialement écrit par le Dr Jurgen Sygusch et modifié par l'auteur de cette thèse.
Les modèles semi-empiriques utilisés sont détaillés ci-dessous.
Bruit de fond
La pratique courante pour l'évaluation du bruit de fond obtenu par le
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diffractomètre est celle d'augmenter la largeur de balayage. L'intensité mesurée de
chaque côté de la tache de diffraction est alors une estimation du bruit de fond de
cette tache. Cette pratique diminue le temps utilisé pour mesurer l'intensité des
taches de diffraction, et les statistiques associées à l'estimation du bruit de fond
relèvent de l'intensité proven£mt d'un seul balayage.
Une analyse détaillée (armexe A) des intensités mesurées entre les taches de
diffraction, soit des HKL fractionnaires à .5, a permis de développer le modèle semi-
empirique décrit à l'équation 1.
B{<|»>X>(<^ + 0)} = [ S {Pi* sinXe)} ] X [ 1 + d- cos^(x) ] x [ l + e^] x
i = 2k
[1 + S {a„ • cos(nA0)} + sin^(x) n [ S {b„ • sin(nA<^)} ]
n = 2k n = 2k
+ sin^(x)- [ S {an* cos(nA<^)} + S {bn* sin(nA0)} ]
n = 2k+l n = 2k + l
+ cos^(x)- [ 2 {b„' • sin(n'A0)} ] ]
n'=2k+l
OÙ Q > 0 , Acp = [(p - [ 0min + smHsin(w-i-0)- cos(x)} ] ]
0 < 0 , A0 = - [ 0 - [ 0min + sm^{sin(tù + 0)- cos(x)} ] ]
(1)
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L'estimation du bruit de fond pour une position donnée du diffractomètre,
w)}, est fonction des coefficients pj, d, e.9, a^, b„, b^ ' et Les intensités
mesurées implicites à l'évaluation des coefficients étaient des HKL fractionnaires
à .5, dont les différents angles au diffractomètre variaient simultanément selon
l'angle (p, selon l'angle x, selon l'angle 0 et l'angle m. Le bruit de fond obtenu par la
méthodologie traditionnelle qui permettait d'estimer l'intensité d'une tache de
diffraction statistiquement non-différente de zéro a servi aussi à l'évaluation des
coefficients du modèle.
Les intensités implicites à l'évaluation des coefficients du modèle semi-
empirique ont été mesurées après l'acquisition des doimées de diffraction, et
l'utilisation d'un modèle a permis de réduire au minimum la largeur de balayage
utilisée pour la mesure de l'intensité des taches de diffraction. L'utilisation d'un
modèle a permis également de réduire les erreurs statistiques associées à
l'estimation du bruit de fond, réduction proportionnelle au nombre d'intensités
utilisées pour l'évaluation des coefficients.
Transmission
La correction des données de diffraction par un facteur de transmission, dû
à l'orientation du cristal dans le faisceau de rayons-X lors de la mesure, est trop
souvent négligée lors d'études cristallographiques. L'utilisation d'un diffractomètre
à quatre cercles dans la présente étude permet de démontrer que cefte correction
est nécessaire à l'amélioration des données de diffraction (annexe B). Le modèle
semi-empirique utilisé est décrit à l'équation 2.
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T(0,tù,x,0) = exp [ 1/2 • { In (t^ J + In } ]
2  2
avec In (U) = E F9o(n,9,tk),x,<^) + cos(x) • E Fo(n,0,tù,x,«/>)
n=0 n=0
Fgo(n,0,w,x,<^>) = sin2"(0)- sin2"(x)- [S {a„- cos(i.^) + b„i- sin(i0)} +
i = 2k
sin(x)- E {a„- cos(i<^) + b„- sin(i(^)} ]
i = 2k + l
Fo(n,0,w,x,0) = sin2"^\0)- E {a„/- cos(iA(p)}
i=2k+l
OÙ A(t> = (f> -
<^>mc = l'P- sm^{sin(tù)- cos(x)} ]
4>rê{ = [^ + sin-^{sin(20-to)• cos(x)} ] (2)
Le facteur de transmission obtenu pour une orientation donnée, T(0,&b,x,<^)
est fonction des coefficients a^ j, bn j pour Fçq, et des coefficients a^ pour Fg, en plus
du paramètre (p^^. Les intensités mesurées implicites à l'évaluation des coefficients
sont différentes pour Fgg et Fg; pour Fgg, à un angle x = ±90°, l'intensité obtenue
d'une rotation autour de l'angle (p est effectuée pour certaines réflexions à différents
angles 0, tandis que pour Fg, à un angle x = 0°, on mesure l'intensité d'une trentaine
de paires OKL et OK-L pour différents angles 0 et 0. La fonction Fgg dépend surtout
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de l'orientation du cristal et du capillaire, tandis que la fonction Fq représente pour
cette orientation donnée une modification du facteur de transmission considérant la
liqueur mère entre le cristal et le capillaire.
Dégradation du cristal en présence du faisceau de rayons-X
Cette forme cristalline de l'aldolase de muscle de lapin est sensible aux
rayons-X; les intensités mesurées nécessitent alors une correction appropriée. Le
modèle cinétique utilisé pour décrire la perte d'intensité due à l'irradiation du
cristal est schématisée par l'équation 3 (Sygusch et Allaire, 1988). La perte
d'intensité à un temps t relative à l'intensité initiale pour une réflexion h donnée
est décrite par l'équation 4.
Icq kj k2
--> A/ — > Ag — > A3 (3)
R(t,h) = I(t)/I(0) = A,(t) + A/(t) + A2(t) exp (-hOJh) (4)
Les populations Ai(t) représentent la fraction de la population i à un temps
t par rapport à la population initiale. L'expression exponentielle (-h'Uh), où Uij/87T
représente le déplacement moyen au carré directionnel selon les axes
cristallographiques, permet une perte d'intensité différente pour deux réflexions
HKL ayant le même angle 0. Considérant une transition A^-^A^' d'ordre 0 et
Ai'->A2 ainsi que A2->A3 de premier ordre, les rapports R(t,h) en fonction des
constantes cinétiques (développées à l'annexe C) sont décrits par les équations 5
à 8. La condition où ki5'k2 et k2 9*0 est décrite par l'équation 5 pour t< l/k^' et par
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l'équation 6 pour t^l/ko' (ko' = koIo/A)' l'intensité du faisceau incident et
Aq la quantité de protéine dans le volume irradié). La condition cinétique où ki = k2
et kl5^0 génère les rapports décrits à l'équation 7 pour t< l/k^' et l'équation 8 pour
t^l/ko'.
kl 5» kj, kj 9* 0, t < l/ko'
R(t,h) = 1 - ko't + (ko'/ki) [1 - exp (-kit)]
+ ko'{l/k2 + [l/(ki - k2)] X [exp (-kit) - (ki/ka) exp (-k2t)]}
X exp (-h'Uh) (5)
kl * k2, kj 9» 0, t s 1/ko'
R(t,h) = (ko7kl) [exp (ki/ko') - 1] exp (-kjt)
+ ko' {[1 - exp (k7ko')1 exp (-kit)
(kl - k2)
+ kl [exp fk./ko") - 11 exp (-kotll
k2(ki - k2)
X exp (-h'Uh) (6)
kl = k2, k2 9t 0, t < 1/ko'
R(t,h) = 1 - ko't + (ko'/ki) [1 - exp (-kit)]
+ ko'[l - exp (-kit) (1 + kit)]
kl kl
X exp (-h^h) (7)
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kl = k2, kl 0, t ^  1/ko'
R(t,h) = (ko'/ki) [exp (ki/ko') - 1] exp (-kit)
+ ko' [rexp (ki/kp") - 11 (1 + kit) - exp (ki/kp;;}]
kl ko'
X exp (-kit) X exp (-h'Uh) (8)
L'intensité de 13 réflexions échantillonnant l'espace réciproque et mesurées
à toutes les 90 minutes a permis l'évaluation des paramètres cinétiques ko', ki, kj
et Ujj ainsi que les intensités initiales 1(0) de ces réflexions. Les paramètres
cinétiques évalués, le modèle estime alors un rapport d'intensité obtenu pour une
réflexion h à un temps t ce qui permet de calculer l'intensité de cette réflexion h au
temps 0. Les rapports maximaux utilisés par cette correction démontraient des pertes
d'intensité dépassant les 80% dont les statistiques associées à ces rapports étaient
encore significatives.
CORRELATION DES DONNEES DE DIFFRACTION
L'évaluation des facteurs d'échelle entre les intensités mesurées de plusieurs
cristaux a été faite par corrélation d'intensités mesurées plusieurs fois pour des
cristaux différents. Pour assurer une borme corrélation, trois types de chevauchement
ont été utilisés lors de l'acquisition des données de diffraction. Dans une même
couche de résolution, en moyenne les 150 premières réflexions mesurées pour un
cristal étaient identiques aux dernières réflexions mesurées pour le cristal
précédent. De plus, chaque couche de résolution chevauchait dans ses limites les
autres couches de résolutions. Enfin, les intensités mesurées pour certains cristaux
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spécifiques à l'évaluation des échelles étaient en mode zig-zag à travers plusieurs
couches de résolution faisant varier l'indice K en premier, H en second et finalement
L. L'utilisation des trois types de chevauchement générait deux fois plus d'intensités
mesurées que de réflexions uniques. L'évaluation des facteurs d'échelle (Rae, 1965)
a été effectuée par l'utilisation du système de programme ROCKS (Reeke, 1984)
utilisant toutes les intensités positives.
La qualité des statistiques obtenues lors de la corrélation des intensités de
l'ensemble des dérivées de platine était inférieure à celle de l'enzyme natif.
L'amélioration des statistiques pour les dérivés de platine s'effectue par le
regroupement des données de diffraction en sept groupes. L'analyse des cristaux
impliqués dans chacun de ces groupes démontre que le regroupement s'effectue en
fonction de l'échelle de temps de l'acquisition des données de diffraction, ce qui
pourrait être indicatif de populations variables des dérivés de platine entre les
différents groupes.
SITES D'ATOMES LOURDS ET CORRECTION DE L'ENANTIOMORPHE
Les paramètres initiaux obtenus à une résolution de 3.5Â concernant les
dérivés d'atomes lourds se composaient de huit sites de liaison des platines (Sygusch,
1985). L'analyse de la position de ces sites de liaison en fonction de la symétrie non-
cristallographique du tétramère était en accord avec deux séries de quatre sites de
liaison équivalents, soit deux sites de liaison de platine par sous-unité.
L'affinement des positions atomiques, des facteurs de température et des
populations des sites de liaison de platine s'est effectué à cinq reprises avec les
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données obtenues à une résolution de 2.9Â. L'amélioration graduelle de la
correction des intensités des taches de diffraction, et l'alternance des affinements
utilisant les phases obtenues du dérivé de platine ou les phases affinées par la
symétrie du tétramère, sont responsables des nombreux affinements. L'affinement
des sites de platine, en fonction des intensités mesurées pour le dérivé platine et
l'enzyme natif (Blow et Crick, 1959) incluant l'effet de la dispersion anomale, a été
fait à l'aide du système de programme ROCKS. Les paramètres utilisés au début
de chaque affinement provenait initialement des résultats obtenus à la résolution de
3.5Â et par la suite des affinements précédents. Les populations des sites équivalents
selon la symétrie du tétramère étaient maintenues égales durant raffinement mais
pouvaient varier d'un site à l'autre, ainsi qu'entre les sept différents groupes. Les
coordonnées cristallographiques ainsi que les facteurs de température étaient
maintenus identiques entre les sept groupes. L'introduction de facteurs de
température anisotropiques eue lieu au deuxième affinement à la résolution de 2.9Â.
Le troisième affinement utilisait une symétrie -Y des paramètres obtenus au
deuxième affinement, soit une inversion de configuration corrigeant le choix
d'énantiomorphe effectué à faible résolution (Sygusch et al, 1985).
PHASES INITIALES
La stratégie utilisée pour la détermination des phases est celle de discriminer
entre la dualité de phases obtenues d'un dérivé d'atome lourd, par le lissage de la
densité électronique utilisant la symétrie non-cristallographique du tétramère et
l'effet moyenne du solvant défini par une enveloppe moléculaire. Cette stratégie de
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lisser la densité électronique a également été utilisée pour déterminer les phases
pour des résolutions supérieures aux doimées de diffraction obtenues pour le dérivé
d'atome lourd. Le procédé débute par le calcul d'une carte de densité électronique
utilisant les amplitudes des facteurs de structure mesurées pour l'enzyme natif et les
phases moyennes; ces phases moyeimes sont calculées à partir de la probabilité des
phases obtenues pour la différence des facteurs de structure produits par le dérivé
d'atome lourd. Connaissant l'orientation et l'origine des axes de la symétrie non-
cristallographique 222 obtenue par l'analyse des sites équivalents d'atomes lourds,
on calcule, pour chaque point de la densité électronique inclus dans une enveloppe
moléculaire, la moyeime obtenue avec ses positions équivalentes du tétramère; on
calcule aussi la moyerme de toutes les densités électroniques excluses de l'enveloppe
moléculaire. Ces moyennes de densités électroniques sont utilisées pour la
reconstitution d'une nouvelle carte de densité électronique lissée. Cette carte de
densité électronique lissée permet le calcul de nouveaux facteurs de structure. Selon
la résolution de la réflexion concernée, la probabilité de phase obtenue de ces
facteurs de structure est soit multipliée par la probabilité de phases obtenues par le
dérivé platine, soit utilisée tel quel. Les phases moyennes obtenues du produit des
probabilités combinées à l'amplitude des facteurs de structure observés sont utilisées
à leur tour pour le calcul d'une carte de densité électronique, et le procédé
recommence. Le procédé est répété jusqu'à convergence, obtenue lorsque le
changement moyen des phases entre deux cycles est inférieur à 5°. Les calculs de la
densité électronique et des facteurs de structure ont été effectués par les
programmes de transformée de Fourier FFT (Ten Eyck, 1973). Le produit des
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probabilités ainsi que le calcul des phases moyeiuies sont inclus dans le système de
programme ROCKS. Les programmes du Dr G. Bricogne (Bricogne, 1976) ont servi
au calcul de la moyerme des densités électroniques de positions équivalentes et à
la reconstitution de cette nouvelle carte de densité électronique lissée.
L'utilisation de cette méthodologie a été faite à maintes reprises, en
particulier suite aux nombreux affinements des sites d'atomes lourds. Utilisée
initialement avec une enveloppe moléculaire obtenue à partir de la carte de densité
électronique à la résolution de 3.5A, la discrimination de la dualité des phases
obtenues jusqu'à une résolution de 3.0Â a été suivie par une extension des phases
jusqu'à une résolution de 2.9Â. L'enveloppe moléculaire obtenue de cette carte de
densité électronique à 2.9Â a été utilisée à son tour avec les phases moyennes
obtenues pour toutes les données à la résolution de 2.9Â; les sites d'atomes lourds
affinés à cette étape incluaient des facteurs de température anisotropiques.
L'addition des données de diffraction jusqu'à une résolution de 2.1k a été effectuée
en augmentant la sphère de résolution de 0.05Â à la fois. Les phases moyennes
obtenues de raffinement des sites de platine utilisant les phases affinées
précédemment ont été utilisées pour un deuxième affinement des phases à une
résolution de 2.1k. Le procédé de discrimination et d'extension des phases,
recommencé avec les phases moyermes obtenues des sites d'atomes lourds corrigés
pour l'énantiomorphe, utilisait l'enveloppe moléculaire obtenue de la deuxième carte
de densité électronique à une résolution de 2.1k également corrigée pour
l'énantiomorphe. La discrimination des phases s'est effectuée avec toutes les
données jusqu'à une résolution de 2.9A et l'extension des phases jusqu'à une
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résolution de 2.1k procédait par augmentation graduelle de la sphère de résolution
de 0.05Â. La probabilité des phases obtenues, suite à l'amélioration de la correction
des intensités de diffraction et à raffinement des sites d'atomes lourds utilisant ces
dernières phases affinées, a été combinée avec ces dernières phases obtenues à
convergence de la carte de densité électronique précédente. Les phases moyennes
obtenues du produit des probabilités ont servi de point de départ pour une
quatrième série de cycles d'affinement des phases à une résolution de 2.1k, utilisant
l'enveloppe moléculaire obtenue à partir de la carte de densité électronique
précédente. Cette enveloppe moléculaire, déterminée à partir de cette troisième
carte de densité électronique à une résolution de 2.1k, a été utilisée pour
déterminer les phases des réflexions à une résolution de 2.5Â et 2.3Â par sphère de
résolution de 0.05Â. Les phases des réflexions de 2.3Â à 2.1Â proviennent de
raffinement cristallographique de la structure tridimensionnelle.
MODELE INITIAL
Les cartes de densité électronique ont été tracées sur des feuilles
transparentes empilées sur des plaques de Plexiglass. Cette méthodologie permet de
visualiser l'ensemble de la densité électronique de la structure concernée. La carte
de densité électronique tracée pour l'aldolase isolait une sous-unité du tétramère.
L'interprétation de cette carte de densité électronique en fonction de la séquence
de résidus d'acides aminés débute quand la résolution atteint 3.5Â. La carte de
densité obtenue à cette résolution démontrait des motifs recormaissables d'hélices-a
et de brins-fî. L'organisation spatiale de ces motifs générait une structure
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tridimensionnelle ressemblant à la classe des barils-fî. L'amélioration de la carte de
densité électronique obtenue à la résolution de 2.9Â a permis le positionnement de
chacun des résidus d'acides aminés. L'identification d'un résidu d'acide aminé sur
cette carte de densité électronique s'effectuait par la corrélation entre l'apparence
de la densité électronique représentant la chaîne latérale et le résidu d'acide aminé
en question. Identifiant initialement la région NHj-terminale, le positioimement d'un
résidu d'acide aminé sur la carte de densité était jugé acceptable lorsque les 15
résidus d'acides aminés suivants pouvaient être identifiés. Le positionnement des
résidus d'acides aminés s'est effectué Jusqu'au résidu proline 344; aucune densité
électronique n'était identifiable de la position 345 à la position 363. L'amélioration
de la carte de densité à la résolution de 2.7Â a permis de préciser la position de
certains résidus d'acides aminés, une quarantaine, dont la densité était
inadéquatement définie à une résolution de 2.9Â. On notait l'absence de densité
électronique interprétable pour la région COOH-terminale (positions 345-363).
L'interprétation de la carte de densité électronique à la résolution de 2.1k
en fonction de tous les atomes des résidus d'acides aminés de l'aldolase a été
réalisée dans le laboratoire du Dr Florante A. Quiocho de l'Université Rice,
Houston, Texas. Le programme utilisé, FRODO (Jones, 1978), fonctiormait sur un
système graphique Evans-Sutherland PS300. Les coordonnées atomiques obtenues
du positionnement de chaque résidu d'acide aminé sur la carte de densité
électronique ont été initialement utilisées comme coordonnées atomiques du
carbone-a; le type de résidu d'acide aminé déterminé par la séquence était
modélisé à partir de ce carbone-a. Le repositiormement de chacun des atomes.
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maximisant l'interprétation de la densité électronique, respectait les contraintes
stéréochimiques des longueurs et des angles de liaison des résidus d'acides aminés
et des liaisons peptidiques. L'amélioration du modèle obtenu à la résolution de 2.7Â
en fonction de la carte de densité électronique à la résolution de 2.5Â a été
effectuée avec le système graphique Evans-Sutherland PS300 du département de
chimie de l'Université de Boston. La carte de densité électronique à la résolution
de 2.3Â, ainsi que les cartes de densité électronique produites lors de raffinement
cristallographique, ont été interprétées au laboratoire, utilisant la version TOM de
FRODO modifiée par le Dr Christian Cambilleau (Marseille, France) pour
fonctionner sur un Silicon Graphics IRIS-4D70GT (certaines modifications
supplémentaires effectuées par l'auteur de cette thèse ont été nécessaires au bon
fonctionnement de ce programme). Le modèle obtenu de l'interprétation de cette
carte de densité électronique à la résolution de 2.3Â a servi initialement pour
l'affinement cristallographique de la structure tridimensionnelle; notons l'absence de
densité électronique interprétable pour les résidus 345 à 363.
AFFINEMENT CRISTALLOGRAPHIQUE
La stratégie utilisée pour raffinement cristallographique de la structure
tridimensionnelle est celle d'alterner des cycles d'affinement minimisant les
différences des amplitudes des facteurs de structure observés (F^) et calculés (F^)
et des sessions de réinterprétation de cartes de densité électronique F^-F^ et 2Fo-Fj..
La minimisation des différences des amplitudes des facteurs de structure respectant
les contraintes stéréochimiques a été effectuée selon deux méthodologies. Le recuit
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simulé par dynamique moléculaire à haute température, une méthodologie se
servant de fonctions d'énergie, possède un rayon de convergence suggéré de l.OÂ à
1.5Â pour raffinement des atomes; raffinement cristallographique par cette
méthodologie a été effectué via l'utilisation du programme X-PLOR (Briinger et al,
1987; Briinger et al, 1989). La méthodologie traditionnelle utilisant les contraintes
stéréochimiques comme des observations supplémentaires permet d'obtenir une
meilleure stéréochimie de la structure tridimensionnelle; raffinement
cristallographique par cette méthodologie a été effectué via l'utilisation du
programme PROLSQ (Hendrickson et Konnert, 1980; Finzel, 1987). L'initiation à
ces deux méthodologies utilisant un ordinateur Cray X-MP a eu lieu dans le
laboratoire du Dr. Alex Wlodawer au NCI-FCRF, Frederick, Maryland.
Etant donné le rayon de convergence suggéré par l'utilisation du recuit
simulé par dynamique moléculaire à haute température, le modèle initial utilisé
pour X-PLOR incluait une modélisation de la région COOH-terminale. Considérant
une symétrie exacte du tétramère, raffinement s'effectuait pour une sous-unité avec
des facteurs de température initiaux égaux à 15Â^. Le protocole utilisé pour
raffinement de la structure est semblable au protocole décrit pour le programme.
Après avoir déterminé la pondération applicable à l'énergie cristallographique, 100
cycles de minimisation d'énergie ont été effectués pour les 30320 données de
diffraction de lOÂ à 3Â, suivis d'une première procédure de recuit simulé par
dynamique moléculaire à haute température. Cette procédure s'effectue en trois
étapes: premièrement, la préparation de la structure soit 40 cycles de minimisation
d'énergie avec des contraintes harmoniques de 20 kcal/mole/Â affectant la position
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des carbones-a, deuxièmement, la dynamique moléculaire débutant à 4000K avec
le protocole de refroidissement lent, et finalement une étape de 40 cycles de
minimisation d'énergie. L'affinement d'un facteur de température par résidu d'acide
aminé a suivi la procédure de recuit simulé par dynamique moléculaire à haute
température. L'augmentation de la résolution a été effectuée par quatre étapes de
40 cycles de minimisation d'énergie incluant successivement les dormées de
diffraction jusqu'à une résolution de 2.1k, 2.5Â, 2.4Â et 2.3Â. Une deuxième
procédure de recuit simulé par dynamique moléculaire à haute température
identique à la précédente incluait les 66816 données jusqu'à la résolution de 2.3Â.
L'affinement de facteurs de température individuels pour chaque atome a été la
dernière étape de l'affinement cristallographique utilisant le programme X-PLOR.
Les coordonnées atomiques obtenues pour la sous-unité ont été utilisées pour
générer les autres sous-unités du tétramère. L'affinement cristallographique de la
structure tridimensioimelle avec le programme PROLSQ utilisait, en plus des
contraintes habituelles, des contraintes de symétrie non-cristallographique. Utilisant
seulement les facteurs de structure observés dont la valeur mesurée est supérieure
à trois fois l'écart-type (F^ > 3a), l'affinement de la structure tridimensionnelle a
nécessité quatre interventions manuelles de réinterprétation de la densité
électronique, après les cycles 11, 23, 32 et 43 des 97 cycles d'affinements. Notons
qu'au maximum 10 gradients conjugués ont été utilisés à chaque cycle.
Les cycles 1 à 11 affinaient les coordonnées atomiques du tétramère
générées à partir des résultats de l'affinement par X-PLOR, soit 11032 atomes. La
pondération utilisée pour les 63399 différences Fq-Fj. était équivalente à 0.4 fois la
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moyenne de celles-ci. Les contraintes de la symétrie non-cristallographique pour les
positions et les facteurs de température initialement à 0.05A et 0.5Â^ au cycle 1 ont
été modifiées à 0.5Â et 2Â^ au cycle 9.
Les coordonnées de départ pour les cycles 12 à 23 étaient composées de 343
résidus d'acides aminés par sous-unité totalisant 10476 atomes, 156 pics résiduels
interprétés par 148 atomes d'oxygène et 8 atomes de chlore. La symétrie non-
cristallographique imposait des contraintes de 0.5Â et 2Â^ sur les coordonnées
atomiques et les facteurs de température des atomes du squelette de la protéine,
ainsi que des atomes utilisés pour l'interprétation des pics résiduels. Les atomes des
chaînes latérales des résidus d'acides aminés respectaient des contraintes moins
importantes soit de 5Â et lOÂl L'affinement cristallographique s'effectuait toujours
en fonction des 63399 facteurs de structure observés (F^ > 3a) à la résolution de
2.3Â.
L'affinement des données de diffraction obtenues jusqu'à la résolution de
2.1Â utilisant les coordonnées du cycle 23 a été effectuée une première fois. De cet
affinement on a obtenu les facteurs de structure calculés mais on n'a pas eu accès
au fichier des coordonnées atomiques dû à un effacement automatique du fichier par
l'ordinateur (ces cycles d'affinement ne seront pas inclus dans les résultats). Par
contre, les F^, obtenus permettaient le calcul de cartes Fq-F^. et 2Fo-Fj. jusqu'à la
résolution de 2.1A.
Les coordonnées atomiques utilisées pour le cycle 24 représentaient alors 347
résidus d'acides aminés par sous-unité soit 10576 atomes, 556 pics résiduels
interprétés par 548 atomes d'oxygène et 8 atomes de chlore. L'affinement des 85380
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données de diffraction jusqu'à la résolution de 2.1Â (F^ > 3cr) utilisait la symétrie
non-cristallographique limitant le déplacement des positions atomiques de 5Â et des
facteurs de température de lOÂ^ du squelette de la protéine pour les résidus 5 à 342.
Les atomes des chaînes latérales ainsi que les hétéroatomes ne subissaient aucune
contrainte de symétrie non-cristallographique. Neuf cycles d'affinement ont été
effectués, soit les cycles 24 à 32.
Les coordonnées atomiques utilisées initialement pour les cycles 33 à 43 se
composaient des résidus d'acides aminés 1 à 347 pour les quatre sous-unités en plus
des résidus 356 à 363 pour les sous-unités 3 et 4, de 532 pics résiduels interprétés
par 526 atomes d'oxygène et 6 atomes de chlore. L'affinement de ces coordonnées
utilisait, pour la symétrie non-cristallographique, les mêmes contraintes que les cycles
24 à 32. A partir du cycle 33, raffinement du facteur d'échelle était aussi considéré.
Certains facteurs de température étaient restreints par la Umite inférieure du
programme de 2Â^. Cette limite inférieure a été modifiée à 0.0 lÂ^ à partir du cycle
41.
Les coordonnées de départ utilisées au cycle 44 représentaient quatre sous-
unités de 2644 atomes des résidus 1 à 347, deux sous-unités possédant en plus 69
atomes des résidus 356 à 363, de la densité électronique résiduelle interprétée par
4 groupements acétaldéhyde, 2 groupements sulfates et 876 atomes d'oxygène, pour
un total de 11616 atomes. Une analyse détaillée des pics de densité électronique
résiduelle interprétés par des atomes d'oxygène a été effectuée. Chacun de ceux-ci
était classé dans un des trois groupes définis selon le potentiel que le pic de densité
électronique résiduelle interprété par un atome d'oxygène soit une molécule d'eau.
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Les atomes d'oxygène identifiés par un numéro supérieur à 363 et inférieur à 600
ont le potentiel de former des ponts hydrogènes (Baker et Hubbard, 1984), en plus
de présenter une densité électronique plutôt sphérique. Les pics de densité
électronique résiduelle, indiscutablement non-sphériques ou à des positions
caractérisées par l'absence de ponts hydrogènes potentiels, sont identifiés par un
numéro supérieur à 800 et inférieur à 899. Les autres pics de densité électronique
résiduelle possèdent un numéro entre 600 à 799. Les groupements acétaldéhydes
et sulfates sont identifiés par les numéros 900 et 901 respectivement.
Pour les cycles d'affinement cristallographique subséquents au cycle 43, on
utilisait une contrainte de 1.4Â pour les contacts de Van der Waals inférieurs à 2.0Â
dans les deux cas suivants: deux atomes d'oxygène dont les numéros de résidu sont
supérieurs à 600, ou encore le carbone SP^ des groupements acétaldéhydes avec
l'oxygène de la chaîne latérale des résidus sérines 271. Suivant une suggestion du
Dr Alexander Tulinsky (Michigan State University, Michigan), la stratégie utilisée
pour la pondération des doimées de diffraction des cycles 43 à 97 a été changée
pour une pondération variable selon la résolution. La pondération constante utilisée
avait pour effet de suraffiner les données à basse résolution au détriment des
données à haute résolution. La pondération variable pour les cycles 43 à 67 utilisait
0.4 fois l'origine et le tiers de la pondération suggérée par le programme. Des
contraintes plus restreintes pour les distances, la planarité et la chiralité ont été
utilisées à partir du cycle 57. L'affinement des facteurs de population des 902
hétéroatomes de la structure a débuté au cycle 68. L'utilisation de la pondération
minimum entre la pondération calculée et celle obtenue par les données de
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diffraction a été nécessaire à partir du cycle 68 car la pondération calculée à haute
résolution aurait été plus forte que la qualité des données mesurées.
L'analyse et la représentation graphique de la structure tridimensionnelle,
ainsi que la modélisation du substrat au site actif, ont été effectuées à l'aide du
programme INSIGHTII de la compagnie Biosym Technologies Inc., San Diego,
Californie.
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RESULTATS
DONNEES DE DIFFRACTION
De l'ensemble des cristaux analysés, la moitié était acceptable pour la mesure
des intensités de diffraction. Les données de diffraction obtenues jusqu'à une
résolution de 2.1Â pour l'aldolase natif ont été acquises à partir de 72 cristaux.
L'acquisition des données de diffraction obtenues jusqu'à une résolution de 2.9Â
pour le dérivé platine et de 4.0Â pour le mutant a utilisé respectivement 24 cristaux
et 3 cristaux. La stratégie utilisée pour obtenir une bonne évaluation des facteurs
d'échelles génère deux fois plus de données mesurées que de réflexions uniques. La
corrélation des intensités de diffraction génère pour l'aldolase natif 90036 réflexions
uniques comparativement à 185843 données mesurées. Le nombre de réflexions
uniques obtenues comparativement au nombre de réflexions possibles est très
significatif même pour l'aldolase natif à la résolution de 2.1Â. Ce rapport pour la
couche de résolution de 2.3-2.1Â est de 98.8%; ce rapport élevé démontre une
résolution effective réelle de 2.1Â. L'ensemble de ces résultats est présenté au
tableau I.
Les facteurs résiduels obtenus de la corrélation des intensités de diffraction
provenant d'un si grand nombre de cristaux permettent une bonne évaluation des
modèles semi-empiriques utilisés pour la correction des intensités de diffraction. Le
facteur résiduel obtenu pour la corrélation des intensités (tableau I) pour l'aldolase
natif est de 0.046. L'ensemble des données de diffraction mesurées pour le dérivé
platine ont été divisées en sept groupes; les facteurs résiduels minimum et maximum
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TABLEAU I
DONNEES DE DIFFRACTION MESUREES POUR L'ALDOLASE
Caractéristiques concernant les données de diffraction mesurées pour l'aldolase
natif, le dérivé platine de l'aldolase et l'aldolase mutant D128G. La colonne
"uniques/possibles" représente le rapport entre le nombre de réflexions uniques
mesurées et le nombre total de réflexions uniques prédites pour la résolution
mesurée. La colorme "facteur résiduel" représente le facteur résiduel obtenu lors de
la corrélation des intensités de diffraction. Ce facteur résiduel est calculé selon la
formule suivante;
E I I
Facteur résiduel -
h
OÙ S; représente le facteur d'échelle obtenu pour le cristal utilisé lors de la mesure
de l'intensité i, Ij^j représente l'intensité mesurée d'une observation i pour une
réflexion h donnée, <Ih> étant la moyenne des intensités mesurées pour une
réflexion h donnée. Considérant différentes réactivités du dérivé platine pour
l'aldolase, l'ensemble des données de diffraction pour ce dérivé a été divisé en sept
groupes de même réactivité. Les facteurs résiduels présentés pour le dérivé platine
correspondent au minimum et au maximum obtenus pour les sept différents groupes.
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Aldolase
Nombre de
cristaux
utilisés
Résolution
mesurée
(A)
Nombre de
données
mesurées
Nombre de
réflexions
uniques
Uniques
Possibles
Facteur
résiduel
Natif 72 2.1 185843 90036 0.972 0.046
00 Dérivé
platine 24 2.9 58952 — — 0.015-0.039
Mutant
D128G 3 4.0 17550 13413 0.966 0.031
obtenus pour ces sept différents groupes sont 0.015 et 0.039 respectivement. Le
facteur résiduel obtenu pour le mutant D128G est de 0.031. Malgré qu'il soit difficile
de qualifier chacun des modèles semi-empiriques utilisés, des facteurs résiduels
inférieurs à 5% ne laisse aucun doute sur la qualité de l'ensemble de la correction
des intensités de diffraction.
La distribution du facteur résiduel en fonction des intensités pour l'aldolase
natif est présentée à la figure 3A. La distribution de ce facteur résiduel varie de
0.187 pour les données de faible intensité à 0.009 pour les données de forte
intensité. Considérant que le tiers des doimées est inclus dans les faibles intensités,
un facteur résiduel de 0.187 justifie l'utilisation d'un modèle pour la correction du
bruit de fond, correction qui affecte surtout les faibles intensités. De plus, pour
chaque groupe d'intensité, la distribution des différences d'intensité normalisées par
l'écart-type s'apparente à une courbe normale de probabilité. Cette distribution
comparable à une courbe normale obtenue aussi pour les données de faibles
intensités justifie encore une fois l'utilisation d'un modèle pour la correction des
intensités pour le bruit de fond du diffractomètre.
Les modèles semi-empiriques utihsés pour la correction d'absorption et de
décomposition du cristal pourraient biaiser les résultats en fonction de la résolution.
La distribution du facteur résiduel obtenue pour l'aldolase natif en fonction de la
résolution démontre une distribution ayant un profil semblable à ceux généralement
obtenus lors d'études cristallographiques. Les facteurs résiduels obtenus présentés
à la figure 3B varie de 0.026 pour les données à faible résolution jusqu'à 0.19 pour
la couche supérieure de résolution. L'absence de valeur incohérente de facteur
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FIGURES
CORRELATION DES INTENSITES DE DIFFRACTION
DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
Histogramme du facteur résiduel obtenu lors de la corrélation des intensités de
diffraction pour l'aldolase natif à une résolution de 2.1 Â. Le facteur résiduel est
calculé selon la formule suivante:
E I
h
Facteur résiduel =
h
OÙ S; représente le facteur d'échelle obtenu pour le cristal utilisé lors de la mesure
de l'intensité i, Ij^. représente l'intensité i mesurée pour une réflexion h donnée,
< Ih > étant la moyenne des intensités mesurées pour une réflexion h donnée. En
A) on représente ce facteur résiduel en fonction de couches d'intensités. En B) on
représente ce facteur résiduel en fonction de couches de résolutions; la résolution
d est calculée par la formule suivante:
sin 0 \2
où 0 représente l'angle de diffraction de Bragg et k la longueur d'onde.
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résiduel pour certaines résolutions données corrobore l'absence de biais de
l'utilisation des modèles de correction surtout d'absorption et de décomposition en
fonction de la résolution. De plus, le facteur résiduel de 0.19 obtenu pour la mince
couche de résolution 2.13-2.10Â démontre la qualité de la correction du bruit de
fond et par le fait même des intensités mesurées à haute résolution.
PHASES INITIALES
Les coordoimées atomiques obtenues du dernier cycle d'affinement des sites
de liaisons des atomes de platine sont présentées au tableau II. Ces coordonnées
atomiques représentent approximativement une symétrie -Y des coordonnées
atomiques obtenues à faible résolution (Sygusch et al, 1985). Cette inversion de
configuration, symétrie -Y, a été celle utihsée pour corriger le choix initial de
l'énantiomorphe. L'analyse de la symétrie du tétramère par les positions obtenues
pour les deux séries de site (1) et (2) de platine génère une déviation à la symétrie
222 exacte qui est inférieure à O.IÂ. L'organisation spatiale de la symétrie non-
cristallographique du tétramère par rapport à la maille cristalline est présentée à
la figure 4.
La convergence de raffinement des phases par la symétrie du tétramère
utilisant une enveloppe moléculaire a été évaluée selon trois critères obtenus des
facteurs de structure calculés de la carte de densité électronique lissée. Ces trois
critères sont les suivants; le facteur résiduel obtenu entre les facteurs de structure
observés au diffractomètre et ces facteurs de structure calculés, la moyenne des
figures de mérite du produit des probabilités de phases, et la moyenne des
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TABLEAU n
SITES DE PLATINE AFFINES
POUR L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
Les coordonnées cristallographiques (X,Y,Z) obtenues au dernier cycle d'affinement
des sites d'atomes lourds sont décrits pour les huit sites de platine affinés. Les huit
sites de platine se divisent en deux séries de quatre sites, (1) et (2), superposables
par la symétrie du tétramère.
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X Y Z
Site 1 - (1) 0.0597 0.0 0.0488
Site 2 - (1) 0.4516 0.3800 0.0523
Site 3 - (1) 0.0821 0.5187 0.0329
Site 4 - (1) 0.4237 -0.1383 0.0302
Site 5 - (2) 0.2539 0.1315 -0.0067
Site 6 - (2) 0.2489 0.1315 0.0879
Site 7 - (2) 0.2439 0.2519 -0.0059
Site 8 - (2) 0.2702 0.2474 0.0895
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nGURE4
ORGANISATION SPATIALE DE LA SYMETRIE
NON-CRISTALLOGRAPHIQUE DU TETRAMERE
D'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
DANS LA MAILLE CRISTALLINE
L'orientation de la symétrie non-cristallographique du tétramère relative aux axes
cristallographiques est présentée pour une maille cristalline. On observe sur la figure
les axes cristallographiques a, b, c, l'angle B ainsi que deux équivalents de symétrie
cristallographique de l'orientation des axes non-cristallographiques du tétramère.
Cette symétrie non-cristallographique du tétramère est représentée par trois axes
perpendiculaires de symétrie d'ordre 2. L'orientation de ces axes est calculée à partir
des matrices de rotation et translation obtenues suite à raffinement
cristallographique de la structure tridimensioimelle.
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changements de phases obtenues entre deux cycles de facteurs de structure calculés.
Les représentations graphiques du facteur résiduel, de la moyenne des figures de
mérite, et de la moyenne des changements de phases, en fonction de Raffinement
sont illustrées aux figures 5 A à C respectivement. On observe sur chacun de ces
graphiques deux courbes représentant les critères obtenus pour l'ensemble des
doimées et pour les phases d'une résolution supérieure à la résolution obtenue pour
le dérivé d'atomes lourds. Cette dernière nous permettait d'évaluer plus
spécifiquement le procédé d'extension des phases. L'analyse parallèle des résultats
de ces trois graphiques démontre bien la convergence des nombreux affinements des
phases; le facteur résiduel et la moyeime des changement de phases diminuent d'un
cycle à l'autre, tandis que la moyeime des figures de mérite augmente. Le procédé
d'extension des phases par couche de résolution s'observe facilement sur ces
graphiques. L'addition de données par couche de résolution détériore les critères
de convergence qui s'améliorent suite à Raffinement des phases de ces nouvelles
données; notons que l'effet sur la moyenne des changements de phases s'observe
pour un cycle suivant l'addition des données, considérant l'absence de phases du
cycle précédant lors de l'addition des données. Les résultats obtenus du dernier
cycle d'affinement des phases à la résolution de 2.3Â sont les suivants: pour
l'ensemble des données on a obtenu un facteur résiduel de 0.189, la moyenne des
figures de mérite de 0.75 et la moyerme des changements de phases de 2.62; et plus
spécifiquement pour les données supérieures à la résolution de l'atome lourd on a
obtenu un facteur résiduel de 0.246, une moyenne des figures de mérite de 0.69 et
la moyenne des changements de phases de 3.32.
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FIGURE 5
CONVERGENCE DE L'AFFINEMENT DES PHASES
POUR L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
Trois critères ont servi à l'évaluation de la convergence de raffinement des phases:
A) le facteur résiduel des différences entre les facteurs de structure observés et les
facteurs de structure calculés; ces derniers sont calculés à partir de la carte de
densité électronique lissée selon la symétrie non-cristallographique du tétramère,
B) la moyerme des figures de mérite, C) le changement de phases moyen (A(^) entre
deux cycles d'affinement. Pour chacune de ces figures, le trait plein représente les
critères obtenus pour l'ensemble des doimées, et le trait discontinu est spécifique
aux données impliquées dans le procédé d'extension des phases. Les cycles
d'affinement de phases sont divisés en sept régions: a) nouveaux sites d'atomes
lourds affinés, dualité de phases à 3.0Â, extension des phases à 2.9Â. b) nouveaux
sites, dualité 2.9Â, extension 2.1k. c) nouveaux sites, dualité 2.9A, extension 2.7Â. d)
nouveaux sites (correction de l'énantiomorphe), dualité 2.9Â, extension 2.1k. e)
nouveaux sites, dualité 2.9Â, extension 2.1k. f) dualité 2.9Â, extension 2.5Â. g) dualité
2.9Â, extension 2.3Â.
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AFFINEMENT CRISTALLOGRAPHIQUE
Le modèle utilisé pour raffinement cristallographique de la structure
tridimensionnelle provient initialement de l'interprétation de la carte de densité
électronique à une résolution de 2.1k. A cette résolution, aucune densité
électronique n'était interprétable pour les résidus 345 à 363. Excluant la région
COOH-terminale, la densité électronique d'une vingtaine de résidus était également
difficilement interprétable. L'amélioration de la qualité de la carte de densité
électronique à la résolution de 2.5Â a permis de préciser le positionnement de ces
vingt résidus, particulièrement pour les résidus 126 à 131, 155 à 160, ainsi que 286
à 293. La qualité de cette carte de densité électronique permettait même d'observer
le résidu proline 158 en conformation cis. Pour certains des résidus d'acides aminés
tels que les leucines, isoleucines, valines et thréonines, on pouvait discerner les deux
groupement latéraux branchés. La carte de densité électronique obtenue à la
résolution de 2.3Â ne laissait aucun doute sur l'organisation spatiale des groupements
latéraux branchés de la quasi totalité de ces résidus d'acides aminés. Notons
qu'aucune densité électronique n'était identifiable aux résidus 345 à 363.
Considérant le rayon de convergence suggéré des méthodes de dynamique
moléculaire (Briinger et al, 1987), le modèle utilisé pour initier raffinement
cristallographique incluait une modélisation de la région COOH-terminale.
L'affinement cristallographique de la structure tridimensionnelle par des
méthodes de dynamique moléculaire améliore parallèlement l'énergie du système
et le facteur résiduel obtenu entre les facteurs de structure observés et calculés.
L'analyse de l'énergie du système obtenue en fonction des minimisations
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énergétiques et des recuits simulés par dynamique moléculaire à haute température
démontre une baisse rapide de l'énergie du système atteignant une valeur stable
pour les autres cycles d'affinements. Ce profil énergétique du système, présenté à
la figure 6, est caractéristique d'une excellente stéréochimie du modèle utilisé pour
initier raffinement cristallographique. On observe aussi sur cette figure 6 le profil
énergétique du facteur résiduel qui diminue en fonction de raffinement. A
l'exception de la première niinimisation, la diminution de l'énergie du facteur
résiduel est plus importante aux deux cycles impliquant raffinement des facteurs de
température.
Le facteur résiduel obtenu en fonction de raffinement cristallographique est
illustré à la figure 7. Le facteur résiduel obtenu du modèle utilisé pour initier
raffinement cristallographique est de 0.372 pour tous les facteurs de structure
observés entre lOÂ et 3Â. Les étapes d'affinement utilisant le programme X-PLOR
effectuées à cette résolution incluait une niinimisation d'énergie, un recuit simulé
par dynamique moléculaire à haute température suivi d'un affinement d'un facteur
de température par résidu d'acide aminé. Le facteur résiduel obtenu à la fin de ces
cycles était de 0.232. L'addition des facteurs de structure jusqu'à une résolution de
2.3Â s'est effectuée par couche de résolution, soit 2.1k, 2.5A, 2.4Â et 2.3Â. La région
en dents de scie obtenue sur la figure 7 représente le facteur résiduel obtenu avant
et après la niinimisation effectuée pour chacune de ces couches de résolution. Le
facteur résiduel obtenu à la fin de la niinimisation à 2.3Â était de 0.272. Une
deuxième étape de recuit simulé par dynamique moléculaire à haute température
cette fois-ci à 2.3Â, suivie d'un affinement de facteurs de température individuels
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FIGURE 6
AFFINEMENT CRISTALLOGRAPHIQUE DE L'ALDOLASE DE MUSCLE
DE LAPIN PAR DES METHODES DE DYNAMIQUE MOLECULAIRE
L'énergie du système (□) et l'énergie cristallographique (A) sont représentées pour
les cycles d'affinement suivants: CYCLE 0) énergie initiale, données incluses entre
lOÂ et 3.0Â. CYCLE 1) minimisation énergétique, 10-3.0Â. CYCLE 2) préparation
du recuit simulé par dynamique moléculaire à haute température, 10-3.0A, CYCLE
3) recuit simulé par dynamique moléculaire à haute température, 10-3.0A. CYCLE
4) finalisation du recuit simulé par dynamique moléculaire à haute température, 10-
3.0A. CYCLE 5) un facteur de température par résidu d'acide aminé, 10-3.0A.
CYCLE 6:6.5) énergie initiale:niininiisation, 10-2.7A. CYCLE 7:7.5) énergie
initiale:minimisation, 10-2.5A. CYCLE 8:8.5) énergie initiale:mininiisation, 1G-2.4A.
CYCLE 9:9.5) énergie initiale:minimisation, 10-2.3A. CYCLE 10) préparation du
recuit simulé par dynamique moléculaire à haute température, 10-2.3A. CYCLE 11)
recuit simulé par dynamique moléculaire à haute température, 10-2.3A. CYCLE 12)
finalisation du recuit simulé par dynamique moléculaire à haute température, 10-
2.3A. CYCLE 13) un facteur de température par atome, 10-2.3A.
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FIGURE?
AFFINEMENT CRISTALLOGRAPHIQUE
DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
La figure 7 présente le facteur résiduel des différences entre les facteurs de structure
observés et les facteurs de structure calculés en fonction des cycles d'affinement
cristallographique. Ces facteurs de structure calculés s'obtierment à partir des
coordonnées cristallographiques affinées pour chaque atonie. Les cycles 1 à 13
utilisant des méthodes de dynamique moléculaire sont décrits à la figure 6.
L'affinement cristallographique effectué aux cycles 14 à 115 utilise le programme
PROLSQ. Ce programme utilise les contraintes stéréochimiques comme des
observations supplémentaires aux facteurs de structure observés. Ces cycles 14 à 115
représentent: CYCLE 14) facteurs de structure >3o, 10-2.3Â. CYCLES 15-25) cycles
1 à 11 PROLSQ, 10-2.3Â. CYCLE 26) réinterprétation, 10-2.3Â. CYCLES 27-37)
cycles 12 à 22 PROLSQ, 10-2.3Â. CYCLE 38) réinterprétation, 10-2.3Â. CYCLES
39-48) cycles 23 à 32 PRQLSQ, 10-2.3Â. CYCLE 49) réinterprétation, 10-2. lÂ.
CYCLES 50-60) cycles 33 à 43 PRQLSQ, 10-2. lÂ. CYCLE 61) réinterprétation, 10-
2.1Â. CYCLES 62-115) cycles 44 à 97 PRQLSQ, 10-2.lÂ.
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terminaient l'utilisation des méthodes de dynamique moléculaire avec un facteur
résiduel de 0.249. Ce facteur résiduel était de 0.240 pour les facteurs de structure
observés significatifs à trois sigma (F^ > 3ct).
Onze cycles d'affinements utilisant le programme PROLSQ ont permis de
réduire ce facteur résiduel à 0.217. L'affinement des coordonnées atomiques
utilisant le programme PROLSQ incluait des contraintes pour la symétrie du
tétramère comparativement à une symétrie exacte povn les méthodes de dynamique
moléculaire. Les facteurs de température élevés (> lOOÂ^) obtenus après le cycle 11
pour la région COOH-terminale étaient en accord avec l'absence de densité
électronique, et ces vingt derniers résidus d'acides aminés ont été retirés de
raffinement. Les cartes de densité électronique F^-F^ et 2Fo-F(. calculées pour une
sous-unité ont permis d'identifier 39 pics de densité électronique résiduelle. Ces pics
de densité électronique résiduelle ont été interprétés par 37 atomes d'oxygène et
deux pics de densité électronique plus intense associés temporairement à des atomes
de chlore. La densité électronique obtenue pour les équivalents de symétrie du
tétramère de ces 39 hétéroatomes était aussi interprétable, générant alors un total
de 156 hétéroatomes. Un ajustement de la position de quatre résidus d'acides
aminés a aussi été effectué. La réinterprétation des ces cartes de densité
électronique obtenues au cycle 11 générait un modèle dont le facteur résiduel était
de 0.208. L'affinement de ce modèle de 344 résidus d'acides aminés par sous-unité
incluant 156 hétéroatomes ont généré un facteur résiduel de 0.199.
Suite à un premier affinement cristallographique utilisant les doimées de
diffraction à une résolution de 2.1Â, les facteurs de structure calculés obtenus ont
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permis le calcul des cartes de densité électronique F^-Fj, et 2Fo-F^. L'analyse de ces
cartes de densité électronique a permis d'observer à faible densité électronique la
position des résidus 344 à 347, ne respectant pas entièrement la symétrie du
tétramère. L'analyse de ces cartes de densité électronique a permis d'ajouter au
modèle 400 atomes d'oxygène interprétant 400 pics de densité électronique
résiduelle. L'analyse de ces cartes de densité électronique a permis également
d'identifier une vingtaine de résidus dont la chaîne latérale, formée de deux
branchements à partir d'un carbone tétrahédrique, devait subir une rotation de 1805.
De plus, la liaison peptidique entre le résidu d'acide aminé 160 et 161 subissait
également une rotation de 1802. Malgré l'utilisation de deux recuits simulés par
dynamique moléculaire à haute température respectivement à 3.0Â et 2.3Â, on note
que le modèle obtenu de cet affinement cristallographique nécessitait certaines
réinterprétations. La rotation d'une liaison peptidique et de chaînes latérales
suggère que les protocoles utilisés par ces méthodes de dynamique moléculaire ne
semblent pas complètement satisfaisants.
Le facteur résiduel obtenu pour le modèle réinterprété, utilisant toutes les
données significatives à trois sigma à une résolution de 2.1Â (F^ > 3a), augmentait
à 0.213. Neuf cycles d'affinement ont réduit ce facteur résiduel à 0.187.
L'interprétation des cartes de densité électronique F^-Fj. et 2Fo-F^ calculées à ce
cycle 32 de PROLSQ a permis d'ajuster les positions des résidus d'acides aminés 344
à 347. On observait aussi deux continuités de densité électronique, débutant
chacune à la position d'un atome de chlore, identifiant les résidus d'acides aminés
356 à 363 des sous-unités 3 et 4. La position de ces résidus d'acides aminés
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superposait les atomes de chlore et certains atomes d'oxygène utilisés pour
interpréter les pics de densité électronique résiduelle. Ces hétéroatomes ont été
retirés du modèle. L'affinement cristallographique de ce modèle réinterprété,
facteur résiduel de 0.19, a permis de réduire ce facteur résiduel à 0.181.
L'analyse des cartes de densité électronique F^-F^ et 2Fo-F(, calculées au cycle
43 de PROLSQ, aux positions générées par équivalent de symétrie du tétramère
des deux groupements COOH-terminaux, démontrait la présence de groupements
sulfates plutôt que d'atomes de chlore. L'analyse des cartes de densité électronique
indiquait également une douzaine de chaînes latérales branchées qui nécessitaient
une rotation de 180 e. Une liste de pics de densité électronique résiduelle obtenus
de la carte F^-Fj., où la densité électronique obtenue pour la carte 2Fo-Fj, est
supérieure à 0.75 sigma, a permis d'ajouter 328 atomes d'oxygène. Le regroupement
de tous les hétéroatomes en trois catégories selon le potentiel que cet hétéroatome
soit une molécule d'eau a été effectué. L'annexe D présente une liste de ponts
hydrogènes potentiels impliquant les atomes de la protéine et les molécules d'eau
potentielles. On note que les molécules d'eau potentielles numérotés de 364 à 443
possèdent un équivalent de symétrie pour chaque sous-unité. La carte de densité
électronique F^-F^, identifiait une densité électronique qui prolongeait la chaîne
latérale de tous les résidus sérines 271. La densité électronique était interprétable
par quatre atomes. Un groupement acétaldéhyde, provenant possiblement de la
radiolyse du tampon TEA, pourrait réagir avec le groupement hydroxyle de la
chaîne latérale de ce résidu sérine. Ce groupement a servi à interpréter cette
densité électronique résiduelle. Suivant cette nouvelle réinterprétation, une dernière
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ronde de cycles d'afîinement utilisant les 85380 données à 2.1A réduit le facteur
résiduel à 0.166. Ce modèle de 11616 atomes inclus 347 résidus d'acides aminés par
sous-unité, deux sous-unités avec les résidus 356 à 363, de la densité électronique
résiduelle interprétée par deux groupements sulfates, quatre groupements
acétaldéhydes, et 876 atomes d'oxygène. La distribution du facteur résiduel obtenu
au dernier cycle d'affinement en fonction de la résolution est illustrée à la figure 8.
Cette distribution correspond à une erreur moyerme des positions atomiques de
0.15Â (Luzzati, 1952).
En plus du facteur résiduel, la qualité de raffinement de la structure
tridimensioimelle s'évalue également par les déviations aux contraintes
stéréochimiques imposées lors de raffinement. Un résumé des déviations obtenues
ainsi que les contraintes imposées est présenté au tableau III. Les déviations
observées pour les longueurs et les angles de liaisons sont de 0.02Â et 1.7 5
respectivement. On a obtenu 0.017Â pour la planarité des groupes planaires, et
0.18Â^ pour la chiralité des centres chiraux. Le facteur d'échelle est de 0.06451 avec
un facteur de température moyen de 18.12Â^. Les contraintes de symétrie non-
cristallographiques imposées sont beaucoup plus élevées que les déviations
observées, ce qui est presqu'équivalent à l'absence de contrainte de la symétrie du
tétramère. Les matrices de rotation et les translations obtenues pour la symétrie du
tétramère sont décrites au tableau IV.
L'évaluation de la qualité de raffinement cristallographique s'effectue aussi
par la qualité de la carte de densité électronique obtenue au dernier cycle
d'affinement. Plusieurs régions représentatives de la densité électronique
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FIGURES
DISTRIBUTION DU FACTEUR RESIDUEL
PAR COUCHE DE RESOLUTION
POUR L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
L'histogramme du facteur résiduel des différences entre les facteurs de structure
observés et les facteurs de structure calculés est présenté par couche de résolution
pour tous les facteurs de structure observés. Les facteurs de structure calculés
s'obtiennent à partir des coordoimées atomiques affinées au dernier cycle
d'affinement cristallographique.
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RESUME DE L'AFFINEMENT CRISTALLOGRAPHIQUE
DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
Les déviations imposées et obtenues au dernier cycle d'affinement cristallographique
par le programme PROLSQ sont décrites pour toutes les contraintes utilisées.
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Déviation
obtenue
Déviation
imposée
Distances (Â)
liens (1-2) 0.020 0.015
angles (1-3) 0.041 0.025
interplanaires (1-4) 0.060 0.040
Groupes planaires (Â) 0.017 0.015
Centres chiraux (Â^) 0.18 0.10
Angles de torsion (°)
planaires (0,180) 3.0 3.0
décalés (±60,180) 20.2 15.0
orthonormales (±90) 31.4 20.0
Contacts de Van der Waais (Â)
via un angle de torsion 0.195 0.5
via plusieurs angles de torsion 0.215 0.5
ponts hydrogènes 0.263 0.5
Vibration thermique
liens - liaisons peptidiques 1.344 1.0
angles - liaisons peptidiques 2.047 1.5
liens - chaînes latérales 2.545 1.5
angles - chaînes latérales 3.603 2.0
ponts hydrogènes 5.296 3.0
Symétrie non-cristallographique des
liaisons peptidiques: résidus 5 à 342
positions (Â)
sous-unité 1 0.134 5.0
2 0.136 5.0
3 0.133 5.0
4 0.137 5.0
vibrations thermiques (Â^)
sous-unité 1 1.660 10.0
2 1.729 10.0
3 1.576 10.0
4 1.509 10.0
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TABLEAU IV
SYMETRIE DU TETRAMERE DE L'ALDOLASE
DE MUSCLE DE LAPIN
Les matrices de rotation R, et la translation Tj pour superposer la sous-unité i à la
sous-unité 1. Cette superposition s'effectue en utilisant les coordonnées orthogonales.
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Ri Ti
1.0 0.0 0.0 0.0
0.0 1.0 0.0 0.0
0.0 0.0 1.0 0.0
R2 T2
-0.99999 0.00263 -0.00329 81.95949
-0.00258 -0.99986 -0.01674 22.13184
-0.00333 -0.01673 0.99985 0.31926
R3 Ta
-0.96238 0.27168 0.00216 77.42931
0.27168 0.96223 0.01719 -10.83973
0.00259 0.01713 -0.99985 6.66619
R4 T4
0.96381 -0.26658 0.00299 4.40366
-0.26658 -0.96381 0.00170 32.46223
0.00243 -0.00244 -0.99999 6.92081
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superposées à la structure tridimensionnelle sont présentées aux figures 9 A à F. La
densité électronique de la majorité des résidus d'acides aminés aromatiques
démontrent une crevasse au centre du noyau aromatique. Un exemple typique de ces
crevasses est représenté par le résidu phénylalanine en position 299 et illustré à la
figure 9A On note l'absence de densité électronique au centre du noyau aromatique
pour ce résidu phénylalanine 299. On observe aussi sur cette figure 9A le résidu
phénylalanine 269. La densité électronique de ce résidu est aussi caractérisée par
une crevasse au centre du noyau aromatique. La région choisie de la figme 9A
permet d'apprécier la résolution des liaisons peptidiques. La densité électronique
obtenue pour la région avoisinante au résidu proline 158 est présenté à la figure 9B.
La qualité de la carte de densité électronique ne laisse aucun doute sur la
conformation de ce résidu. Une meilleure interprétation de cette densité
électronique s'effectue par le positionnement du résidu proline en conformation cis.
La figure 9C présente la densité électronique obtenue pour la région du site actif.
Le résidu lysine 229 impliqué dans la formation de la base de Schiff est utilisé pour
identifier la région du site actif. La densité électronique du groupement
acétaldéhyde identifiable au haut de la figure 9C est présenté à la figure 9D. Tracée
à un niveau de densité électronique plus faible que la figure 9C, on distingue une
continuité de densité électronique de la chaîne latérale du résidu sérine 271 au
groupement acétaldéhyde. Cette continuité de densité électronique suggère une
liaison covalente entre le groupement hydroxyle de la chaîne latérale et le
groupement aldéhyde de l'acétaldéhyde formant alors un hémiacétal. Les distances
observées entre les atomes impliqués dans la formation de la liaison covalente de
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FIGURE 9
CARTE DE DENSITE ELECTRONIQUE
DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
La carte de densité électronique 2Fo-F(, obtenue au dernier cycle d'affinement
superposée à la structure tridimensionnelle est présentée pour plusieurs régions de
la structure: A) le résidu phénylalanine 299 en bas et le résidu phénylalanine 269
en haut. B) le résidu proline 158. C) le site actif centré sur le groupement e-amino
du résidu lysine 229. D) le groupement acétaldéhyde 900. E) la région COGH-
terminale centrée sur le résidu alanine 362. F) le groupement sulfate 901.
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l'hémiacétal varient de 2.1Â à 3.5Â pour les quatre sous-unités. Il est intéressant de
noter qu'une distance de 2.1Â est plus grande qu'une distance de liaison covalente,
mais également plus petite qu'un contact acceptable de Van der Waals. Cette
incohérence pourrait être indicatif d'un équilibre dynamique existant entre les
formes libres et l'hémiacétal. La densité électronique de la région COOH-terminale
obtenue pour une des deux sous-unités est présentée à la figure 9E. On observe sur
cette figure 9E les résidus d'acides aminés HIS-ALA-TYR en positions 361-362-363
respectivement. La position générée par équivalent de symétrie du tétramère pour
les deux autres sous-unités coïncide avec un groupement sulfate. La densité
électronique associée à un de ces deux groupements sulfates est présentée à la
figure 9F.
STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE
Le repliement
La structure tridimensiormelle obtenue pour chacune des sous-unités de
l'aldolase de muscle de lapin est composée de 12 hélices-a et de 8 brins-B.
L'organisation spatiale de ces structures secondaires génère une structure tertiaire
dont l'architecture moléculaire ressemble à un baril-B, initialement observé pour la
triose phosphate isomérase (Banner et al, 1975). Une représentation du repliement
de la structure primaire est présentée à la figure 10. Formée entièrement de
feuillets-B parallèles, la surface externe du baril-B est protégé par des hélices-a.
Comparativement à d'autres barils-B (Richardson, 1985), la surface interne du baril-B
de l'aldolase est formée de résidus d'acides aminés potentiellement chargés, incluant
FIGURE 10
REPRESENTATION DU REPLIEMENT D'UNE SOUS-UNITE
DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
Représentation en ruban du repliement de la structure primaire d'une sous-unité de
l'aldolase de muscle de lapin.

le résidu lysine 229 impliqué dans la formation de la base de Schiff. La présence du
résidu lysine 229 au centre du baril-i3 suggère que le site actif de l'enzyme est situé
dans la crevasse interne du baril-fî. L'accessibilité à la surface interne du baril-B
s'effectue du côté COOH-terminal; une hélice-a bloque l'accessibilité du côté NH2-
terminal. Utilisant le type d'identification des structures secondaires de la
phosphogluconate aldolase (Lebioda et al, 1982), les structures secondaires observées
pour l'aldolase de muscle de lapin sont les suivants: hélice-a I, brin-J3 a, hélice-a
et A2, brin-B b, hélice-a et B2, brin-B c, hélice-a C, brin-B d, hélice-a D, brin-B
e, hélice-a E, brin-B f, héhce-a F, brin-B g, hélice-a G, brin-B h, hélice-a et H2.
Le tableau V décrit les résidus d'acides aminés formant chacune de ces structures
secondaires.
Les coordonnées cristallographiques obtenues pour certains résidus d'acides
aminés sont en accord avec les résultats cristallographiques et biochimiques
observés. Pour expliquer la liaison des ions platines, les positions atomiques décrites
au tableau II juxtaposent une chaîne latérale d'un résidu méthionine. Le résidu
méthionine 250 est impliqué dans la liaison de la série 1 et le résidu méthionine 164
est impliqué dans la liaison de la série 2. Les sites 3 et 8 sont associés à la sous-
unité 1, les sites 4 et 6 à la sous-unité 2, les sites 2 et 7 à la sous-unité 3, et les sites
1 et 5 à la sous-unité 4. Les groupements e-amino des résidus lysines 146 et 229 sont
à une distance inférieure à 6.0Â. Cette distance calculée est en accord avec
l'observation de la liaison covalente de ces deux résidus d'acides aminés via
l'incorporation d'un triose phosphate. Les positions relatives obtenues pour les huit
résidus d'acides aminés cystéines corroborent l'absence de ponts disulfures, tout en
TABLEAU V
IDENTIFICATION DES RESIDUS D'ACIDES AMINES
DES STRUCTURES SECONDAIRES REGULIERES
DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
Les résidus d'acides aminés formant les brins-J3 et les hélices-a sont décrits pour
l'ensemble de la structure tridimensionnelle. On note également l'identification de
chacune des structures secondaires régulières respectant l'identification proposée
pour la structure de la phosphogluconate aldolase (Lebioda et al, 1982).
acides aminés motif identification
10-23 hélice-a I
28 - 32 brin-J3 a
36-46 hélice-a Al
52 - 64 hélice-a A2
75-78 brin-fî b
80 - 84 hélice-a Bi
93 - 100 hélice-a B2
103 - 108 brin-J3 c
130 - 140 hélice-a C
144 - 151 brin-i3 d
160 - 180 hélice-a D
183 - 189 brin-B e
198 - 219 hélice-a E
226 - 230 brin-B f
245 - 259 hélice-a F
266 - 270 brin-B g
276 - 288 hélice-a G
296 - 301 brin-B h
306 - 313 hélice-a Hi
320 - 338 hélice-a H2
permettant d'expliquer une réactivité entre les résidus cystéines en position 72 et
338 pour l'aldolase de muscle de lapin.
Le gène de l'aldolase des mammifères est formé par huit exons codants. Les
sites de jonctions exon-intron se situent à des positions nucléotidiques correspondant
aux résidus d'acides aminés suivants: GLY 37^ - GLY 372 (l'indice 1 et 2 représente
la première et la deuxième base du codon de ce résidu glycine), LYS 107 - VAL
108, GLY 126i - GLY 1263, GLN 179 - ASN 180, LYS 207 - VAL 208, GLY 266i -
GLY 2662, LEU 332 - ALA 333. Les motifs structurels codés par chacun de ces
exons sont présentés à la figure 11. Certains motifs ressemblent à des unités
compactes telles que ceux codés par l'exon 2 et l'exon 7, tandis que d'autres motifs
sont plus étendus par exemple ceux codés par l'exon 1 et l'exon 5. On ne note
aucune corrélation entre les motifs codés par les exons et une unité répétitive brin-
B/hélice-a utilisée dans la formation du baril-J3. Une analyse approfondie des
interactions entre les brins-B suggère que le baril-B serait formé de deux groupes de
feuillets-B: l'un composé des brins-B h,a,b et l'autre des brins-B d,e,f. Les brins-B c
et g permettent l'interaction entre ces deux groupes de feuillets-B. Les figures 12 A
et B présentent la structure tridimensionnelle obtenue pour les brins-B d,e,f,g,h, soit
les résidus d'acides aminés 143 à 299. Le choix de ces résidus d'acides aminés est
fonction de l'homologie observée entre la séquence de résidus d'acides aminés de
l'aldolase et les séquences de résidus d'acides aminés des déshydrogénases
(Stellwagen, 1976). La comparaison de ces figures avec les figures 12 C et D
représentant le motif des déshydrogénases (Richardson, 1985) démontre une nette
ressemblance, plus particulièrement pour les motifs codés par les exons 5 et 6.
FIGURE 11
MOTIFS STRUCTURELS POUR LES RESIDUS D'ACIDES AMINES
CODES PAR CHAQUE EXON DU GENE
DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
Représentation en ruban des motifs structurels obtenus pour les résidus d'acides
aminés codés par chaque exon du gène de l'aldolase. Le gène de l'aldolase possède
huit exons codants et un neuvième exon non-codant en région 5'-terminale.

FIGURE 12
MOTIF STRUCTUREL DES RESIDUS D'ACIDES AMINES 143 A 299
DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
A) et B) sont deux représentations en ruban du motif structurel obtenu pour les
résidus d'acides aminés 143 à 299. On observe plus spécifiquement en jaune les
motifs structurels obtenus pour les résidus d'acides aminés codés par les exons 5 et
6. Les orientations choisies en A) et B) sont analogues aux orientations utilisées pour
représenter le domaine des déshydrogénases en C) et D) (Richardson, 1985).
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Le tétramère
Une représentation de la structure quaternaire de l'aldolase de muscle de
lapin est illustrée à la figure 13. Deux types d'interactions sont observables de
1 organisation du tétramère. L'interaction des sous-unités 1-4 et 2-3 selon l'axe
vertical de la figure 13 est de nature plus hydrophobe. Cette interaction approche le
résidu proline 262 et son équivalent de symétrie à une distance inférieure à 5.0Â.
L ensemble des résidus d acides aminés avoisinants l'interaction des résidus proline-
proline formerait une poche hydrophobe. L'interaction des sous-unités 1-2 et 3-4
selon l'axe horizontal de la figure 13 est de nature plus hydrophile. Cette interaction
implique plusieurs chaînes latérales de résidus d'acides aminés potentiellement
chargées, plus spécifiquement le résidu acide aspartique en position 128. On note
la présence de plusieurs molécules d'eau potentielles à l'interface de cette
interaction hydrophile. Aucune interaction majeure n'est observable entre les sous-
unités 1-3 et 2-4.
La distribution des facteurs de température, obtenus au dernier cycle
d affinement cristallographique, en fonction de la séquence polypeptidique est
présentée pour chaque sous-unité à la figure 14A. Cette distribution des facteurs de
température indique les régions de la structure tridimensionnelle où la vibration des
atomes est plus intense. Indépendamment de la sous-unité analysée, une vibration
plus intense des atomes s'observe pour les résidus 40 à 50, les résidus 314 à 319, la
région NHj-terminale ainsi que la région COOH-terminale. Les facteurs de
température élevés (>55Â ) obtenus pour les atomes N-C„-C-0 des résidus 346 et
347 sont en accord avec la difficulté d interprétation de la densité électronique pour
FIGURE 13
ARCHITECTURE MOLECULAIRE DU TETRAMERE
DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
La figure 13 illustre une représentation de la surface accessible (modèle CPK) de
l'architecture moléculaire du tétramère de l'aldolase. Tous les atomes utilisés lors
du dernier cycle d'affinement cristallographique sont inclus dans le calcul du modèle
CPK. Le cyan identifie les atomes des résidus de la séquence polypeptidique. Le
jaune identifie tous les pics de densité électronique résiduelle affinés par des atomes
d'oxygène. Le magenta identifie les groupements sulfates et acétaldéhydes. La
présence de ce dernier étant explicable par les produits potentiels de la radiolyse du
triéthanolamine utilisé dans la solution de cristallisation. Le rouge identifie le résidu
lysine 229. Les flèches pointent les crevasses du baril-fî formant le site actif identifié
par le résidu lysine 229 (visibles pour deux des quatre sous-unités).

FIGURE 14
FACTEURS DE TEMPERATURE OBTENUS DE L'AFFINEMENT
CRISTALLOGRAPHIQUE DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
Les facteurs de température obtenus au dernier cycle de raffinement
cristallographique sont présentés sous deux formes. A) cette figure présente pour
chaque sous-unité les facteurs de température obtenus en fonction des positions des
résidus de la séquence polypeptidique. Le trait foncé identifie la moyenne des
facteurs de température pour les atomes N-C^-C-O pour un résidu donné. Le trait
pâle identifie la moyenne des facteurs de température obtenus pour les atomes de
la chaîne latérale pour un résidu donné (pour les résidus glycine on utilise la
moyenne obtenue des atomes N-C„-C-0). B) différentes intensités de bleu et de
rouge permettent de visualiser les facteurs de température obtenus pour les atomes
N-Cflf-C-O du tétamère de l'aldolase de muscle de lapin. Le bleu indique un facteur
de température égal à la limute inférieure de OÂ^ et le rouge indique un facteur de
température égal ou supérieur à 40Â^.
SOUS-UNITE 1
GMt LWl C1B1 C201 1221 Q241 P261 1281 Y
SOUS-UNITE 2
31 EtZl GMl L161 Giei C201 1221 0241 P261 1281
SOUS-UNITE 3
01 EtZl GMl L161 GWl C201 1221 0241 P261 1281
SOUS-UNITE 4
1101 Etzi GMl L161 G181 C201 1221 0241 P261 1281
SEQUENCE POLYPEPTIDIQUE

ces résidus d'acides aminés. La distribution des facteurs de température pour les
atomes du squelette du tétramère est présentée à la figure 14B. Cette distribution
démontre que les facteurs de température des atomes des résidus d'acides aminés
situés à la surface du tétramère sont plus élevés que les facteurs de température
des atomes des résidus d'acides aminés situés au centre du tétramère. Cette
caractéristique est en accord avec une vibration des atomes plus intense en surface
de la molécule. On note que les facteurs de température des résidus d'acides aminés
situés aux interfaces des sous-unités démontrent une vibration des atomes plus faible
comparativement à ceux situés en surface du tétramère. Cette caractéristique
suggère que les interactions entre les sous-unités stabilisent la structure
tridimensionnelle du tétramère.
La représentation selon Ramachandran des angles 0 et i|r des liaisons
peptidiques est illustrée pour chaque sous-unité aux figures 15 A à D. Les angles <p
et i|f obtenus sont en accord avec les conformations acceptables de l'analyse de
Ramachandran (Ramachandran et Sasisekharan, 1968) à l'exception de quelques
résidus d'acides aminés identifiés sur les figures. Même si le repliement global de
chaque sous-unité est sensiblement le même, la comparaison des angles 0 et i|r
obtenus pour chaque sous-unité indique quelques différences mineures entre celles-
ci. La superposition des sous-unités utilisant les atomes du squelette peptidique des
résidus d'acides aminés 5 à 342 indique également des différences mineures entre
celles-ci. On obtient une déviation de 0.17Âpour la superposition des sous-unités 1/2
et 3/4, comparativement à 0.24Â pour toutes les autres superpositions. L'analyse
visuelle de la superposition (figure 16) démontre un léger déplacement du squelette
FIGURE 15
REPRESENTATION SELON RAMACHANDRAN DES ANGLES ET i|r
DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
Représentation selon Ramachandran des angles 0 et i|r des résidus d'acides aminés
calculés à partir de la structure tridimensionnelle obtenue pour l'aldolase de muscle
de lapin. Les symboles représentent différents résidus d'acides aminés: le ( + )
représente un résidu glycine, le (o) représente un résidu proline, le (v) représente
les résidus d'acides aminés dont la chaîne latérale est branchée et le (•) représente
les autres résidus d'acides aminés. On observe également sur les figures les
conformations acceptables des angles et i|r (Ramachandran et Sasisekharan, 1968).
A) sous-unité 1. B) sous-unité 2. C) sous-unité 3. D) sous-unité 4.
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FIGURE 16
SUPERPOSITION DES SOUS-UNITES
DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
Les différences observables lors de la superposition des quatre sous-unités du
tétramère de l'aldolase sont présentées pour les atomes N-C„-C-0 de la protéine.
En cyan les sous-unités 1 et 2 et en rouge les sous-unités 3 et 4 incluant la région
COOH-terminale.

peptidique, déplacement inférieur à 0.5Â, observable pour certaines boucles de
résidus d'acides aminés. Excluant les résidus d'acides aminés 344 à 347, les boucles
impliquées sont les suivantes: entre le brin-i3 e et l'hélice-a E, entre le brin-fî f et
l'hélice-a F, entre le brin-B g et l'hélice-a G. On note sur la figure 16 deux positions
pour ces boucles de résidus d'acides aminés, soit en présence ou en absence des
résidus d'acides aminés 356 à 363 avoisinants.
Région COOH-terminale
Contrairement aux résultats préliminaires à 2.7Â, aucune densité électronique
recouvrant le site actif n'est interprétable en fonction de la séquence de résidus
d'acides aminés COOH-terminale. L'analyse des cartes de densité électronique Fq-Fj.
a permis de déterminer la position de deux des quatres régions COOH-terminales.
Les résidus d'acides aminés 356 à 363 identifés aux sous-unités 3 et 4 sont visibles
sur la figure 16. Il serait difficile de justifier la position de ces résidus d'acides
aminés considérant l'absence d'interaction. La reconstitution de la maille cristalline
démontre que ces régions COOH-terminales interagissent avec deux autres
tétramères. La figure 17 présente les interactions tétramères/tétramères pour un
plan cristallographique (ab). Les tétramères impliqués dans ces interactions sont
avoisinants suivant une symétrie de translation selon l'axe cristallographique b.
Chaque tétramère interagit avec le tétramère de symétrie Y-1 utilisant la région
COOH-terminale de la sous-unité 4, et interagit avec-le tétramère de symétrie Y +1
utilisant la région COOH-terminale de la sous-unité 3.
Les interactions entre les régions COOH-terminales de la sous-unité 3 ou 4
FIGURE 17
ORGANISATION DE LA MAILLE CRISTALLLINE MONOCLINIQUE
DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
L'organisation spatiale des tétramères dans la maille cristalline est présentée pour
le plan cristallographique (ab), l'axe a vertical et l'axe b horizontal. Les deux rangées
de tétramères, formées par la symétrie de translation selon b, sont superposables par
la symétrie de rotation d'ordre 2^ soit (1-X,Y + ^,1-Z). On note en jaune les régions
COOH-terminales des sous-unités 3 et 4.

et les tétramères voisins impliquent sensiblement les mêmes résidus d'acides aminés.
La figure ISA illustre la nature des interactions impliquées. On note sur cette figure
ISA des interactions électrostatiques entre plusieurs résidus d'acides aminés
potentiellement chargés et le groupement COOH-terminal. L'interaction principale
s'effectue entre le groupement carboxyle terminal et le groupement guanidinium du
résidu arginine 258 du tétramère voisin. Les distances et les angles observés entre
ces deux groupements suggèrent la formation de ponts hydrogènes (Baker et
Hubbard, 19S4). Plus visible à la figure ISB, le site d'interaction composé de résidus
d'acides aminés potentiellement chargés se situe à l'interface entre deux sous-unités.
Provenant de la même sous-unité que le résidu arginine 25S, on note la présence
des chaînes latérales des résidus glutamine 202 et lysine 199. On note également
la présence de la chaîne latérale du résidu lysine 12 de l'autre sous-unité formant
le site d'interaction. L'organisation spatiale de la chaîne latérale du résidu tyrosine
terminal est insérée dans la crevasse de l'interface, tandis que l'organisation spatiale
de la chaîne latérale du résidu histidine 361, figure ISA, se projette à l'extérieur de
l'interface. Les positions équivalentes de l'interface pour les deux autres sous-unités
interagissent avec un groupement sulfate tel qu'observé sur la figure 9F.
SITE ACTIF
La catalyse enzymatique procède par la formation d'une base de Schiff entre
le groupement e-amino du résidu lysine 229 et le groupement cétone du fructose-1,6-
diphosphate. La structure tridimensionnelle de la région du site actif en présence
d'une modélisation de la base de Schiff du fructose-1,6-diphosphate est présentée
FIGURE 18
INTERACTIONS IMPLIQUANT LA REGION COOH-TERMINALE
DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
Les interactions impliquant la région COOH-terminale et un tétramère voisin sont
illustrées par les figures A et B. En jaune la région COOH-terminale de la sous-
unité 3 avec le groupement carboxyle terminal en rouge. En cyan la sous-unité 2 du
tétramère voisin avec le résidu arginine en position 258 en bleu. En vert la sous-
unité 3 du tétramère voisin. En magenta les atomes d'oxygène utilisés pour
interpréter les pics de densité électronique résiduelle. A) représentation bâtonnet
avec les distances entre les atomes d'oxygène du groupement carboxyle terminal et
les atomes d'azote du groupement guanidinium du résidu arginine. B) représentation
de la surface accessible (modèle CPK).

à la figure 19. La modélisation du substrat au site actif respecte les contraintes
stéréochimiques imposées pour la condensation aldolique. La cavité du site actif est
formée des chaînes latérales des résidus d'acides aminés suivants: ILE 29, ALA 31,
ASP 33, ILE 77, LYS 107, PHE 144, LYS 146, ARG 148, ILE 185, GLU 187, GLU
189, LYS 229, LEU 270, SER 300. L'organisation spatiale du site actif et de la
modélisation du substrat permet d'identifier certains résidus d'acides aminés
impliqués directement ou indirectement dans la catalyse. Les distances observées,
inférieures à 2.9Â, entre le groupement hydroxyle du résidu sérine 300 et le
groupement e-amino du résidu lysine 229 pour chaque sous-unité suggèrent la
formation d'un pont hydrogène. Le résidu d'acide aminé le plus près du groupement
hydroxyle, utilisé pour le clivage du substrat en deux trioses phosphates, est le
groupement carboxyle du résidu acide aspartique en position 33. Le résidu d'acide
aminé le plus près du carbone formant le carbanion est le groupement e-amino du
résidu lysine 146. Le groupement carboxyle du résidu acide glutamique en position
187 est voisin du groupement e-amino du résidu lysine 229. Les groupements
e-amino des résidus lysine 107, lysine 146 et lysine 229, sont colinéaires et distant
de 6.0Â mutuellement. Les résidus d'acides aminés voisins des groupements
phosphates, sont le résidu arginine 148 pour le Q-phosphate et le résidu lysine 107
pour lè Q-phosphate. On note que la conformation obtenue de la modélisation du
substrat approche la conformation cyclique de sa forme solvatée, le B-D-
fructofuranose-1,6-diphosphate.
La figure 20 illustre les séquences primaires homologues pour les différents
aldolases. Les résidus d'acides aminés dont les chaînes latérales se projettent à
FIGURE 19
SITE ACTIF DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
La structure tridimensionnelle de la région avoisinant le résidu lysine 229 est
illustrée en présence d'un modèle proposé de la base de Schiff du fructose-1,6-
diphosphate à l'aldolase. En cyan les résidus d'acides aminés dont la chaîne latérale
est basique. En rouge les résidus d'acides aminés dont la chaîne latérale est acide.
En magenta les résidus d'acides aminés dont la chaîne latérale se dirige vers la
crevasse du baril-B formant le site actif. Deux tons de jaune décrivent la base de
Schiff du fructose-1,6-diphosphate à l'aldolase. Le jaune foncé représente la partie
dihydroxyacétone phosphate qui est liée au groupement e-amino du résidu lysine
229. Le jaune pâle représente la partie glycéraldéhyde-3-phosphate.

FIGURE 20
REPRESENTATION STRUCTURELLE DE L'HOMOLOGIE
DES SEQUENCES D'ALDOLASE
Représentation de la structure tridimensionnelle (modèle CPK) illustrant
l'homologie des séquences de l'aldolase pour différentes espèces. Le cyan décrit les
régions de séquences homologues et le rouge décrit les régions de séquences
variables. On note la crevasse du baril-J3 où se situe le résidu lysine 229 identifiant
la région du site actif.

l'intérieur du baril-J3 sont totalement conservés pour toutes les aldolases dont les
séquences sont connues. Cette figure 20 démontre que la cavité du baril-B où se
situe le site actif est formée de résidus d'acides aminés homologues pour les
différents aldolases. Les régions variables sont situées à la surface de la molécule
ou aux interfaces du tétramère.
MUTANT RESIDU ACIDE ASPARTIQUE EN GLYCINE EN POSITION 128
L'alignement des séquences de résidus d'acides aminés entre l'aldolase de
muscle de lapin et l'aldolase de muscle humain démontre cinq différences: trois
résidus d'acides aminés sont différents pour la région NH2-terminale, le résidu
tyrosine 242 est substitué par un résidu phénylalanine et le résidu valine 267 est un
résidu isoleucine. Ces différentes substitutions de résidus d'acides aminés permettent
de vérifier la carte de densité électronique calculée pour une différence isomorphe
des facteurs de structure observés entre le mutant et l'enzyme natif. La densité
électronique obtenue pour les régions avoisinantes aux résidus tyrosine 242 et valine
267 superposée à la structure tridimensionnelle est présenté aux figures 21 A et B.
Ces figures 21 A et B ne laissent aucun doute sur la qualité des données mesurées.
Toutes les différences significatives observées sont interprétables par les différences
de résidus d'acides aminés entre les séquences d'aldolase de lapin et d'humain, ou
encore par la mutation.
Le résidu acide aspartique en position 128 se situe à l'interface entre deux
sous-unités. La densité électronique avoisinant deux acides aspartiques superposables
par la symétrie du tétramère est présentée à la figure 22A. La densité électronique
FIGURE 21
DIFFERENCES OBSERVABLES POUR LE MUTANT D128G
DE L'ALDOLASE DE MUSCLE HUMAIN
La carte de densité électronique calculée à partir d'une différence isomorphe des
facteurs de structure observés du mutant D128G de l'aldolase de muscle humain et
ceux de l'aldolase de muscle de lapin. Les phases utilisées pour le calcul de cette
carte de densité électronique proviennent des facteurs de structure calculés au cycle
23 de raffinement cristallographique. Cette carte de densité électronique est
superposée à la structure tridimensionnelle de l'aldolase de muscle de lapin. Le cyan
représente une densité électronique supplémentaire observable pour le mutant
D128G de l'aldolase de muscle humain et absente pour l'aldolase de muscle de lapin.
Le rouge représente une densité électronique observable pour l'aldolase de muscle
de lapin et absente pour le mutant D128G de l'aldolase de muscle humain. A)
chaîne latérale du résidu tyrosine 242. B) chaîne latérale du résidu valine 267.

FIGURE 22
INTERACTIONS IMPLIQUANT LE RESIDU ACIDE ASPARUQUE
EN POSITION 128 DE L'ALDOLASE DE MUSCLE DE LAPIN
Région avoisinante à la chaîne latérale de deux résidus acide aspartique en position
128 superposables par la symétrie du tétramère. A) carte de densité électronique
telle que décrite à la figure 21. B) interaction impliquant chaque groupement
carboxyle de la chaîne latérale de ces deirx résidus acide aspartique: en cyan les
résidus d'acides aminés 126 à 129, en jaune la sous-unité 1 du tétramère, en vert
la sous-unité 2 du tétramère, en magenta les atomes d'oxygène ainsi que leur sphère
de Van der Waals utilisés pour interpréter les pics de densité électronique
résiduelle.

est en accord avec une absence de la chaîne latérale du résidu acide aspartique
pour le mutant. On note par contre une densité électronique positive suggérant une
réorganisation de certaines molécules de solvant impliquées dans l'interaction. La
figure 22B présente les interactions impliquant la chaîne latérale du résidu acide
aspartique en position 128. On note également les molécules d'eau potentielles
observées à cette interface hydrophile. Un des deux oxygènes du groupement
carboxyle de la chaîne latérale du résidu acide aspartique forme un pont hydrogène
avec le groupement amino du résidu glycine 126 de la sous-unité voisine. De plus,
les distances observées entre l'autre oxygène du groupement carboxyle de la chaîne
latérale du résidu acide aspartique et le groupement e-amino du résidu lysine 110
également de la sous-unité voisine suggèrent une interaction électrostatique
potentielle entre ces deux résidus d'acides aminés.
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DISCUSSION
QUALITE DES DONNEES DE DIFFRACTION
L'acquisition des données de diffraction lors d'études cristallographiques
s'effectue généralement par l'utilisation d'un petit nombre (<5) de cristaux. On
pourrait alors mettre en doute la qualité des données de diffraction mesurées pour
l'aldolase natif à partir de 72 cristaux. On dénombre dans la littérature quelques
études cristallographiques où l'acquisition des données de diffraction a été effectuée
par l'utilisation de plusieurs cristaux. Par exemple, les études cristallographiques
effectuées pour l'hexokinase B (Anderson et al, 1978), la phosphorylase a (Sprang
et Fletterick, 1979) et la capside du rhinovirus 14 (Rossmaim et al, 1985) ont utilisé
respectivement 15, 70 et 83 cristaux. Le factem résiduel obtenu de 0.046 pour la
corrélation de 185843 données mesurées en 90036 réflexions uniques pour l'aldolase
natif se compare favorablement aux facteurs résiduels obtenus (0.04 à 0.13) des
études mentioimées ci-dessus. Le facteur résiduel de 0.046 pour la corrélation
d'intensités provenant de 72 cristaux est également comparable aux facteurs
résiduels obtenus (0.03 à 0.10) des intensités mesurées pour différents enzymes par
les détecteurs planaires utilisant un seul cristal (Tucker, 1990; Eriksson et al, 1992;
Story et al, 1992). Le facteur résiduel de la corrélation des dormées de diffraction
pour l'aldolase natif justifie plus particulièrement la qualité de l'ensemble de la
correction des données de diffraction.
Pour évaluer le bruit de fond généré par le diffractomètre, la méthodologie
traditionnelle est celle d'augmenter la largeur de balayage. L'intensité mesurée de
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chaque côté de la tache de diffraction est alors une estimation du bruit de fond de
cette tache. Différemment de la méthodologie traditiormelle, la correction du bruit
de fond généré par le diffractomètre dans la présente étude utilise un modèle semi-
empirique évalué à partir d'intensités mesurées entre les taches de diffraction. Le
facteur résiduel obtenu plus spécifiquement pour les faibles intensités mesurées ou
encore pour la couche supérieure de résolution est comparable au facteur résiduel
obtenu lors de l'utilisation de la méthodologie traditionnelle. L'utilisation d'un
modèle semi-empirique réduit les erreurs statistiques associées à l'évaluation du
bruit de fond, réduction proportionnelle au nombre d'intensités utilisées pour
l'évaluation des coefficients du modèle. L'utilisation d'un modèle pour la correction
du bruit de fond permet également de réduire la largeur de balayage utilisée lors
de l'acquisition des dormées de diffraction; un avantage évident en particulier pour
un cristal sensible aux rayons-X.
L'utilisation d'un diffractomètre à quatre cercles permet la mesure de
l'intensité de certaines réflexions HKL pour une rotation complète autour de l'angle
(p. L'analyse de ces courbes de transmission démontre qu'une correction appropriée
est nécessaire à l'amélioration des données de diffraction. La distribution du facteur
résiduel en fonction de couches de résolution démontre un profil habituel. Cette
caractéristique corrobore l'absence de biais en fonction de la résolution pour le
modèle semi-empirique utilisé pour la correction de transmission.
L'absence de biais des dormées de diffraction en fonction de la résolution est
aussi applicable au modèle semi-empirique utilisé pour la correction des intensités
de diffraction pour la décomposition du cristal en présence du faisceau de rayons-X.
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Analysé à partir de plusieurs formes cristallines, le modèle proposé pour la
correction de décomposition interprète le mieux les courbes de décomposition
obtenues (Sygusch et Allaire, 1988). Le modèle utilisé permet une perte d'intensité
différente pour deux réflexions HKL ayant le même angle 0. La qualité de la
corrélation des intensités de diffraction démontre que la mesure régulière de
l'intensité d'une douzaine de réflexions échantillonnant l'espace réciproque permet
l'évaluation des pertes d'intensité dues à la décomposition du cristal dans le faisceau
de rayons-X.
EVIDENCES SUPPORTANT L'ARCHITECTURE MOLECULAIRE
La symétrie non-cristallographique du tétramère et l'effet moyenne du solvant
(Bricogne, 1976) ont permis de discriminer la dualité de phases obtenues pour un
seul dérivé d'atomes lourds mesuré jusqu'à une résolution de 2.9Â. Ces deux
méthodologies ont également servi à raffinement des phases pour des données de
diffraction d'une résolution supérieure au dérivé platine. Cette extension des phases
a été effectuée pour les données de diffraction incluses entre 2.9Â et 2.3Â. La carte
de densité électronique, calculée à partir de ces phases initiales, était facilement
interprétable. L'organisation spatiale des carbones-a de ce modèle initial reste
sensiblement la même comparativement à celle obtenue suite à raffinement
cristallographique. La qualité de la stéréochimie du modèle initial s'évalue par une
diminution rapide de l'énergie du système lors de raffinement cristallographique
utilisant des méthodes de dynamique moléculaire. Les résultats obtenus de
raffinement cristallographique de la structure tridimensionnelle et l'analyse des
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cartes de densité électronique ne laissent aucun doute concernant le repliement de
la séquence polypeptidique de l'aldolase de muscle de lapin. L'affînement
cristallographique des 11616 atomes en fonction des 85380 facteurs de structure
observés (>3ct) génère au dernier cycle d'affinement un facteur résiduel de 0.166
avec des déviations aux distances et aux angles de liaison de 0.02Â et 1.7°
respectivement. Ces résultats de raffinement cristallographique comparativement aux
autres études cristallographiques (revue par Morris et al, 1992) sont excellents,
démontrant ainsi la qualité des données de diffraction mesurées et corrigées.
Les positions obtenues de certains résidus d'acides aminés supportent
également l'architecture moléculaire déterminée pour l'aldolase de muscle de lapin.
L'identification des résidus méthionines 164 et 250 impliqués dans les sites de liaison
des atomes de platine représente le type de résidu d'acide aminé normalement
utihsé pour la liaison de cet atome lourd (Petsko, 1985). Les positions relatives des
huit résidus cystéines empêchent la formation de ponts disulfures. Les positions
relatives des résidus cystéines 72 et 338 sont en accord avec la formation d'un pont
disulfure entre ces résidus en présence de o-phénanthroline (Lai et al, 1971). Les
distances calculées entre les groupements e-amino du résidu lysine 146 et du résidu
lysine 229 permettent d'expliquer la liaison de ces deux résidus d'acides aminés via
l'incorporation d'un triose phosphate (Lubini et Christen, 1979).
L'analyse du mutant D128G de muscle humain permet une vérification
supplémentaire de l'architecture moléculaire obtenue. La position des différences
observables entre l'aldolase mutant et l'aldolase de muscle de lapin sont en accord
avec les différences de résidus d'acides aminés entre ces deux aldolases. Par
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remplacement moléculaire, la structure tridimensionnelle obtenue dans la présente
étude a servi à déterminer la structure tridimensionnelle de l'aldolase de muslce
humain d'une autre forme cristalline (Gamblin et al, 1990; Gamblin et al, 1991), et
est utilisée pour solutionner l'organisation spatiale de l'aldolase B de lapin (White,
1990). Les résultats obtenus par ces deux groupes confirment l'architecture
moléculaire déterminée pour l'aldolase A de lapin.
Les angles 0 et t obtenus pour la presque totalité des résidus d'acides aminés
sont en accord avec les conformations acceptables selon l'analyse de Ramachandran
(Ramachandran et Sasisekharan, 1968). L'analyse parallèle des facteurs de
température et des angles 0 et ijr des résidus d'acides aminés met en doute la
conformation obtenue des résidus proline 344 et sérine 345. La densité électronique
faible obtenue pour ces résidus, ainsi que pour les résidus glycine 346, les résidus
glutamine 347, de même que les résidus leucine 356 identifiés seulement pour les
sous-unités 3 et 4, suggèrent une attention toute particulière pour l'utilisation des
coordonnées atomiques affinées pour ces résidus. On note également l'absence de
densité électronique interprétable pour les résidus 348 à 355, de même que pour
les résidus 356 à 363 des sous-unité 1 et 2, suggérant des conformations multiples
pour ces résidus d'acides aminés. La présence de résidus d'acides aminés imposant
peu de contraintes stériques pour la région COOH-terminale, particulièrement les
résidus ALA-GLY-ALA-ALA des positions 348 à 351, et les résultats démontrant
que la région COGH-terminale est susceptible aux protéases (Midelfort et Mehler,
1972; Bond et Barrett, 1980; Hannappel et al, 1982; Humphreys et al, 1986), sont en
accord avec une flexibilité conformationnelle des résidus COOH-terminaux.
120
L'interprétation des pics de densité électronique résiduelle par des atomes
d'oxygène est une pratique courante en cristallographie des macromolécules. Il est
par contre exagéré d'associer automatiquement ces atomes d'oxygène comme étant
des molécules d'eau, particulièrement si certains résidus ne sont pas identifiables
dans la carte de densité électronique. La présente étude regroupe les atomes
d'oxygène, interprétant les pics de densité électronique résiduelle, en trois classes
définies selon le potentiel que l'atome d'oxygène soit une molécule d'eau. Ce
regroupement tente de minimiser les associations erronées que les pics de densité
électronique résiduelle soit analysés comme étant des molécules d'eau. L'association
des atomes d'oxygène à des molécules d'eau potentielles effectuée dans la présente
étude peut être également erronée. Le pic de densité électronique résiduelle
considéré pourrait être interprété par d'autres atomes ayant sensiblement le même
nombre d'électrons, par exemple un ion ammonium ou un ion sodium tout deux
présents dans la solution de cristallisation. Le même raisonnement s'appUque pour
les groupements acétaldébydes et sulfates utilisés pour interpréter la densité
électronique résiduelle. L'augmentation de la résolution de la structure
tridimensionnelle permettra une meilleure analyse de la densité électronique
résiduelle. Il est certes intéressant de noter que les molécules d'eau potentielles des
pics de densité électronique résiduelle numérotés 364 à 443 possèdent tous un
équivalent de symétrie pour chaque sous-unité.
Le repliement
Les modèles de prédiction de la structure tridimensionnelle suggèrent la
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présence d'unités répétitives de brin-J3 et d'hélice-a. L'organisation spatiale
proposée de ces motifs de structures secondaires formerait un repliement analogue
au motif du baril-J3 (Sawyer et al, 1988). L'homologie de séquence entre les résidus
d'acides aminés 147 à 299 de l'aldolase et les séquences des déshydrogénases, ainsi
que l'affinité de l'aldolase pour les nucléotides, suggèrent que la structure tertiaire
de l'aldolase formerait un repliement analogue aux déshydrogénases (Stellwagen,
1976). Le repliement de la structure tridimensionnelle obtenue dans la présente
étude est en accord avec ces deux repliements proposés. L'architecture moléculaire
de l'aldolase forme un baril-J3 également observé pour 16 différents enzymes (Farber
et Petsko, 1990). Le baril-i3 de l'aldolase est composé de deux groupes de feuillets-J3.
L'un de ces groupes, plus particulièrement les motifs codés par les exons 5 et 6 du
gène de l'aldolase, démontre une organisation spatiale des brins-13 similaire au motif
des déshydrogénases (Richardson, 1985). Cette similitude suggère une relation
d'évolution entre le motif du baril-B et le motif des déshydrogénases.
MECANISME ENZYMATIQUE
La solution de la structure tridimensionnelle de l'aldolase de muscle de lapin
permet d'identifier plusieurs résidus d'acides aminés avoisinants au résidu lysine 229
impliqué dans la formation de la base de Schiff avec le substrat. L'analyse de la
modélisation de la base de Schiff du fructose-l,6-diphosphate au site actif suggère
pour chacun de ces résidus d acides aminés un rôle potentiel dans le mécanisme
enzymatique. La formation d'une base de Schiff nécessite la forme basique de l'e-
amino du résidu lysine 229. La stabilisation de cette forme non-chargée du résidu
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lysine 229 serait assurée par la formation d'un pont hydrogène avec le groupement
hydroxyle du résidu sérine 300. Lors de la formation de la base de Schiff, il y a
accumulation séquentielle de deux protons au groupement e-amino du résidu lysine
229. Le groupement carboxylique de la chaîne latérale du résidu acide glutamique
en position 187 serait accepteur de l'un de ces deux protons. Un oxygène du
groupement phosphate au carbone serait im autre groupement accepteur d'un
proton. La scission du fructose-1,6-diphosphate s'amorce par l'abstraction du proton
au groupement hydroxyle du carbone C4. L'organisation spatiale des résidus d'acides
aminés suggère que le groupement carboxylique de la chaîne latérale du résidu
acide aspartique en position 33 assurerait cette fonction. La protonation du carbanion
subséquemment formé impliquerait un proton du groupement e-amino du résidu
lysine 146. L'hydrolyse de la base de Schiff du dihydroxyacétone phosphate
impliquant une molécule d'eau utiliserait les protons accumulés au résidu acide
glutamique en position 187 et au groupement phosphate du carbone pour la
protonation du résidu lysine 229. Le résidu d'acide aminé principalement impliqué
dans la stabilisation du phosphate au carbone est le résidu arginine en position
148. La stabilisation du phosphate au carbone Q serait assurée par le résidu lysine
107.
La conformation choisie de la modélisation de la base de Schiff du substrat
au site actif est certes discutable. La position du groupement e-amino du résidu
lysine 229, située au centre de la crevasse formée par le baril-B, limite les
conformations acceptables dues aux contraintes stériques. Malgré un certain degré
de liberté des conformations acceptables, la conformation choisie de la base de
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Schiff du substrat minimise le déplacement des résidus d'acides aminés lors de la
catalyse. La conformation choisie permet également d'identifier des résidus d'acides
aminés impliqués dans la catalyse préalablement identifiés par des évidences
biochimiques. Les modifications chimiques effectuées pour l'aldolase, en présence
de pyridoxal-phosphate et en présence de phénylglyoxal, suggèrent que le résidu
lysine 107 et le résidu arginine 148 seraient imphqués dans la stabilisation des
groupements phosphates du carbone Cg et du carbone respectivement (Anai et
al, 1973, Hartman et Brown, 1976). Le résidu lysine 146 forme une liaison avec le
résidu lysine 229 via l'incorporation d'un triose phosphate (Lubini et Christen, 1979).
La liaison entre les résidus lysine 229 et lysine 146 utilisant respectivement les
carbones Cj et C3 du triose phosphate supporterait le rôle assigné au résidu lysine
146 de fournir un proton au carbanion. La catalyse enzymatique effectuée seulement
en présence d'un groupement phosphate au carbone Q du substrat (Horecker, 1959)
supporte 1 implication de ce groupement Cj-phosphate dans la catalyse enzymatique.
La mutagénèse dirigée effectuée pour le résidu acide aspartique en position 33
(Thomas Loisel, résultats non-publiés) et le résidu sérine en position 300 (Danièle
Beaudry, résultats non-publiés) démontre que ces résidus d'acides aminés sont
essentiels pour la catalyse enzymatique.
Tous les résidus d acides armnés impliqués dans le mécanisme enzymatique
de 1 aldolase, en plus des résidus d acides armnés dont la chaîne latérale se projette
dans la région du site actif, sont conservés (Kelley et Tolan, 1987). Les facteurs de
température des résidus d acides armnés, impliqués dans le mécanisme enzymatique
ou se situant dans la région du site actif, démontrent que la vibration des atomes de
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ces résidus est plus faible comparativement à l'ensemble de la structure
tridimensioimelle. On note également que la charge des résidus d'acides aminés
nécessaire pour la catalyse enzymatique respecte les pK^ observés pour ces acides
aminés (Stryer, 1981), à l'exception du résidu lysine 229 stabilisé par le résidu sérine
300. Il est démontré que la forme cristalline monoclinique de l'aldolase possède une
activité enzymatique en milieu cristallin (Sygusch et Beaudry, 1984).
La modélisation du substrat au site actif effectuée pour une autre forme
cristalline d'aldolase (Gamblin et al, 1991) permet d'identifier essentiellement les
mêmes résidus d'acides aminés à l'exception des résidus stabilisant le groupement
phosphate au carbone Cg du substrat. Les rôles assignés pour la catalyse enzymatique
à chacun de ces résidus d'acides aminés diffèrent entre les deux modélisations.
L'absence de figure représentant la structure tridimensionnelle en présence du
substrat rend très difficile l'évaluation de leur modélisation. De plus, il n'est pas
démontré que la forme cristalline utilisée par Gamblin et al. (1991) est active en
milieu cristallin. Gamblin et al. (1991) impliquent le résidu lysine 41 dans la liaison
du Cg-phosphate. Les distances observées entre le résidu lysine 229 et le résidu
lysine 41 suggèrent alors une conformation étendue du fructose-l,6-diphosphate, soit
une conformation différente de la forme cyclique de ce substrat. Ces différences de
conformation seraient contraires aux résultats biochimiques (Horecker et al, 1972;
Rose et O'Coimell, 1976). Gamblin et al. (1991) suggèrent également un double rôle
pour le résidu lysine 146. Le groupement e-amino de ce résidu accepterait un proton
du résidu lysine 229 lors de la formation de la base de Schiff. Ce rôle implique que
le groupement e-amino du résidu lysine 146 est alors sous sa forme basique. Le
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groupement e-amino de ce même résidu serait également responsable de
l'abstraction du proton au groupement hydroxyle du carbone C4. On doit donc
supposer un changement du groupement e-amino de sa forme acide à sa forme
basique entre les étapes de formation de la base de Schiff et d'abstraction du proton
du groupement hydroxyle au carbone C4. Considérant un pK^ de 10.0 pour les
groupements e-amino des lysines, la formation pour le résidu lysine 146 des deux
formes basiques nécessaires à la catalyse est difficilement envisageable.
La mutation résidu acide aspartique en résidu glycine en position 128 diminue
l'activité de l'aldolase (Takasaki et al, 1990). L'analyse à faible résolution de la
structure tridimensionnelle de ce mutant suggère essentiellement la même
architecture moléculaire. L'analyse des interactions effectuées par le résidu acide
aspartique stabilise la structure tridimensiormelle de l'aldolase. Cette stabilisation de
la structure corroborée à une diminution de l'activité en2ymatique lors de l'absence
de celle-ci nous permet de proposer que l'interaction à l'interface hydrophile du
tétramère stabilise la conformation active de l'aldolase.
MECANISME PROPOSE DE TRANSFERT DES PRODUITS DE REACTION DE
L'ALDOLASE A LA GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE DESHYDROGENASE
La structure tridimensionnelle, obtenue pour la forme cristalline monoclinique
de l'aldolase utilisée dans la présente étude, démontre que chaque région COGH-
terminale, déterminée pour deux des quatre sous-unités, est en interaction avec deux
autres tétramères dans le cristal. Ces interactions génèrent alors un polymère de
tétramères d'aldolase, ayant l'apparence d'un filament. Tenant compte de la symétrie
de translation d'un cristal, on doit considérer que le site d'interaction impliquant
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chaque région COOH-terminale est toujours le même, donc spécifique. Ces
interactions sont également essentielles pour obtenir la forme cristalline
monoclinique de l'aldolase, considérant l'absence de cristaux obtenus pour l'aldolase
modifié par la carboxypeptidase (Danièle Beaudry, résultats non-publiés). La nature
de l'interaction est de type électrostatique entre le site d'interaction potentiellement
chargé positivement et le groupement carboxyle terminal potentiellement chargé
négativement. La présence d'un groupement sulfate aux deux autres sites
d'interaction est en accord avec le type d'interaction impliquée. L'interaction
observée pour chaque région COOH-terminale implique également la formation de
ponts hydrogènes entre le groupement carboxyle terminal et le groupement
guanidinium de l'arginine 258. Il est surprenant de noter que les résidus
principalement impliqués dans l'interaction (LYS 12, LYS 199, GLN 202 et ARG
258) sont des résidus conservés pour les différents isozymes d'aldolase, à l'exception
d'un résidu acide glutamique en position 199 pour l'aldolase B. L'apparence
filamenteuse des polymères de tétramères d'aldolase, et l'observation que les résidus
d'acides aminés impliqués dans les interactions formant ces polymères sont
conservés, présagent une polymérisation des tétramères d'aldolase in vivo. Ce type
d'interaction entre les tétramères d'aldolase impliquant les régions COOH-
terminales pourrait être utilisé pour former le réseau bidimensiormel de filaments
F-actine-tropomyosine-troponine observé en présence d'aldolase (Clarke et al, 1985).
L'inhibition de l'enzyme glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase par les
produits d oxydation de l'aldolase en présence de fructose-1,6-diphosphate et
d hexacyanoferrate (III) démontre une interaction entre ces deux enzymes impliquant
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un transfert des produits de réaction du site actif de l'aldolase au site actif de la
glycéraIdehyde-3-phosphate déshydrogénase (Patthy et Vas, 1978). Le mécanisme
propose de transfert des produits de réaction entre les sites actifs de ces deux
enzymes utilise la région COOH-terminale de l'aldolase. Ce mécanisme proposé est
décrit en quatre étapes;
1) Formation d'un lien covalent au site actif de l'aldolase
entre le groupement phosphate d'un triose phosphate et
le résidu histidine en position 361 (aldolase A).
2) Mobilité de la région COOH-terminale et transport du
triose phosphate
3) Interaction entre le groupement carboxyle terminal de
l'aldolase et le site de liaison phosphate au site actif de
l'autre enzyme.
4) Clivage du lien covalent phosphate/aldolase et
libération du triose phosphate au site actif de l'autre
enzyme.
Le mécanisme proposé est reconstitué à partir d'évidences impliquant la
région COOH-terminale. Il est démontré que la région COOH-terminale a la
capacité d'incorporer un groupement phosphate par la formation d'un lien covalent
avec la chaîne latérale du résidu histidine 361 de l'aldolase A ou du résidu tyrosine
361 de l'aldolase B (Sygusch et al, 1990). La région COOH-terminale déterminée
pour deux formes cristallines d'aldolase de muscle est observable dans la région du
site actif (Gamblin et al, 1991) ou encore en interaction avec un autre tétramère de
la maille cristalline (présente étude). Ces deux conformations obtenues, ainsi que la
flexibilité conformationnelle observée des résidus 348 à 355, démontrent la mobilité
de la région COOH-terminale, mobilité essentielle pour le mécanisme proposé. La
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structure tridimensionnelle obtenue dans la présente étude démontre que le
groupement carboxyle de la région COOH-terminale est en interaction avec un site
de liaison de groupements sulfates.
CONCLUSION
L'aldolase fait partie des toutes premières protéines à être cristallisées. On
dénombre maintenant au moins sept formes cristallines de cette enzyme.
Considérant autant de formes cristallines que d'études cristallographiques en vain,
le succès de notre groupe (Danièle Beaudry, Dr Jurgen Sygusch, l'auteur de cette
thèse) réside en grande majorité à l'attention particulière portée à la correction des
données de diffraction mesurées. La forme cristalline monoclinique de l'aldolase est
sensible aux rayons-X. Le modèle de décomposition développé dans cette étude
cristallographique (Sygusch et Allaire, 1988; Annexe G) a permis la correction des
données de diffraction ayant des pertes d'intensité supérieures à 80%. La qualité
de la corrélation des intensités de diffraction provenant de 72 cristaux, de même que
la qualité des résultats de l'affinement cristallographique des 11616 atomes en
fonction des 85380 facteurs de structure observés, ne laissent aucun doute concernant
la qualité de la correction des données de diffraction. Ces succès obtenus pour la
détermination de la structure tridimensionnelle de l'aldolase suggèrent que la
correction des données de diffraction devrait être plus sérieusement considérée lors
d'études cristallographiques.
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ANNEXE A
Le développement d'un modèle mathématique pour corriger
les intensités de diffraction pour le bruit de fond généré par
le diffractomètre s'est effectué par l'analyse d'intensités
mesurées entre les taches de diffraction. Les 3988 intensités
mesurées à des HKL fractionnaires à .5 échantillonnaient une
rotation autour de l'angle (p, pour différents angles 0, à des
valeurs de l'angle x de -90°, 0°, 45° et 90°. Le choix des HKL
fractionnaires à .5 pour des valeurs de l'angle x égales à 0°
et 45° respectait dans la mesure du possible un
échantillonnage régulier pour une rotation autour de l'angle
<f>. Ces échantillonnages pour des valeurs de l'angle x égales
à  -90° et 90° sont facilement réalisables avec un
dif fractomètre à quatre cercles. Les caractéristiques obtenues
de ces intensités sont décrites ci-dessous.
Variation selon l'angle 0
La représentation graphique des moyennes des intensités
obtenues suivant une rotation autour de l'angle 0 en fonction
de l'angle 0 est illustrée à la figure 23A pour un angle x de
0° et à la figure 23B pour un angle x de 90°. On observe de
ces figures certaines caractéristiques:
- variation selon l'angle 0
- similitude des variations selon les angles +0 et -0
à une constante près
- similitude des variations selon l'angle 0 pour un
angle x=0° et un angle x=90° à une constante près
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FIGURE 23
VARIATION DU BRUIT DE FOND DU DIFFRACTOMETRE
SELON L'ANGLE 0
Les moyennes des intensités mesurées pour une rotation complète de l'angle <p sont
présentées pour différents angles 0. A) angle x = 0°. B) angle x = 90°.
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Le modèle minimal utilisé pour décrire ces caractéristiques
est alors:
(0) = Âk ^ ( 0 ) } ] • [ 1 + d cos^x ] • [ 1 + e.e ]
ou:
- le polynôme représente la variation selon l'angle 0
indépendante de l'angle x
- la somme du polynôme s'effectue pour des
coefficients pairs décrivant ainsi la similitude
des angles +0 et -0
- la fonction ( 1 + d cos^x ) permet d'obtenir des
intensités différentes en fonction de l'angle x
- la fonction ( 1 + e_0 ) permet d'obtenir des
intensités différentes pour les angles +6 et -0
Variation selon l'angle 0
Les figures 24A et 24B illustrent les variations
d'intensités obtenues pour une rotation autour de l'angle 0,
en fonction de l'angle 0, pour un angle x=90° et un angle x=0°
respectivement. La stratégie utilisée pour visualiser la
variation d'intensité est d'effectuer le calcul de Y:
Y = In
et de reporter le résultat Y en fonction du gradient suivant:
gradient = 5 + valeurs entière deu115
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FIGURE 24
VARIATION DU BRUIT DE FOND DU DIFFRACTOMETRE
SELON L'ANGLE (p
La variation d intensité en fonction de l'angle (p pour différents angles 0 est présenté
pour. A) angle x — 90 , B) angle x — 0°. La stratégie utilisée pour visualiser la
variation d'intensité est d'effectuer le calcul de Y:
Y = In
et de reporter le résultat Y en fonction du gradient suivant:
gradient = 5 + valeurs entière de I — \
\  0.115 /
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L'analyse de ces figures démontre que:
à un angle x=90°, rapport d'intensité minimum à
angle <p constant selon l'angle 6
à un angle l'angle varie positivement
selon l'angle +6 et négativement selon l'angle -0
Définissons alors:
0>O, A(|> = [ <!>-{ <l>„in + sin ^  [ sin ( co + 0 ) cos X ] } ]
0<O, A<t) = -[(j)-{ <t>^ + sin'^ [ sin ( q + 0 ) cos X ] } ]
La comparaison de chacune des variations de 1 ' angle (p
pour un angle x~90° et un angle x~~90° suggère une inversion
de l'asymétrie des courbes. Le modèle semi-empirique utilisé
pour expliquer une variation différente à un angle x^SO" et à
un angle x=0°^ et une inversion de l'asymétrie des courbes
est:
V' ( A(|)) =
' sin'' X
1 + S [a^cos (nA<j)) +b^sin (iia (|>) 1+ 1
n=2k ^
sin (x) • X) [a^cos (i2A<j)) +jb^sin {ra^) ]
n=2Jc+l J
+ |l +E [a„/Cos (ii^A(t>) +jb^/sin (n^Act)) ]| cos^ x
où l'affectation sin^(x) et cos^(x) exprime mathématiquement
les variations différentes selon l'angle X/ et l'affectation
sin(x) pour n=2k+l exprime mathématiquement l'inversion de
l'asymétrie des courbes.
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Les minimums obtenus pour les angles ±0 à l'angle
illustrés à la figure 24B suggère que:
K ( A<t) ) = V.. { 180° - Acj) )
Cette condition impose:
n' = 2k + 1 , a'n = Q
n' = 2k , jbn = 0
Le modèle devient alors:
A(|) ) =
' sin'' X
1 + E [ cos {n A ) +jb„sin (n A<t>) 1 +
n=2k ■'
sin (x) • ^ (-nAcJ)) +jb^sin. (i2A<|)) 1
n=2k*i. •*
+ fl+ E a„/Cos (h'acI)) + E jb^/sin (n'A(t>) 1 cos= X
1  n'=2k n'=2J:+l /
Considérant qu'on est en présence du même cristal et du même
capillaire, admettons que:
n = n' = 2k , a^ = a'n
Donc:
( A<|) ) =
{cos^ X sin^ X} '/1 ^ in a^) \
\  n=2k )
+ sin^ X' ^ i^ ^
n=2k
+ sin^ (x) • E r a„ cos (n a (J)) + sin (n a (J)) 1
n=2Jc+l ■'
+ cos^X' ^ jb^/sin (n'A (t)
n'=2k+l
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Cette équation peut se réduire à:
A<1) ) =
1 + E cos (n A (j)) + sin^ X' ^  t>n ^
n=2k i2=2Jc
+ sin^ (X) • E [a^cos (nA<|)) +jb„sin (z2a<J)) 1
n=2Jc+l ^
+ cos^ X ' ^ jb_/sin (n'A (|))
a'=2;c+i
Le modèle semi—empirique utilisé
Le modèle semi-empirique utilisé pour décrire le bruit de
fond du diffractomètre est alors représenté par:
S(<1> , X / ( 0) +e ) } = 0 ) • l^( A<t) )
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ANNEXE B
L'utilisation d'un diffractomètre à quatre cercles permet
de démontrer qu'une correction des intensités de diffraction
par un facteur de transmission est nécessaire à l'amélioration
des données de diffraction. Pour des réflexions à un angle
+/- 90°, on peut mesurer l'intensité obtenue pour une même
réflexion suivant une rotation autour de l'angle (p.
Effectuée à chaque cristal, un exemple des variations
obtenues en fonction d'une rotation autour de l'angle 0 est
illustré aux figures 25 A à D pour différents angles 0. Les
figures présentent le rapport de l'intensité mesurée à une
orientation donnée de l'angle <f> relative à la moyenne des
intensités obtenues d'une rotation complète. Les orientations
de l'angle (p sont mesurées à tous les 5°. Les réflexions
mesurées pour ce cristal étaient les suivantes:
H K L X° 6° <Int> Fig.25
64 0 G 9G 17.5 514 A
56 G 0 / 9G 15. 2 51G B
-34 G G -9G 9.2 4728 G
-17 G G -9G 4.6 12413 D
On observe facilement sur ces figures que l'intensité
obtenue pour une même réflexion varie de façon significative.
Ces variations ne sont pas identiques pour différents angles
8. On note aussi une inversion de l'asymétrie de la courbe
pour un angle x comparativement à un angle -x.
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FIGURE 25
COURBES DE TRANSMISSION OBTENUES AU DIFFRACTOMETRE
Les variations de l'intensité mesurée à tous les 5° sont décrites pour une rotation
complète de l'angle (p. Les variations s'observent par le rapport de l'intensité
mesurée pour un angle (p donné comparativement à la moyenne des intensités
mesurées pour une rotation complète de l'angle (p. Les réflexions (H,K,L) mesurées
sont les suivantes: A) 64,0,0. B) 56,0,0. G) -34,0,0. D) -17,0,0.
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ANNEXE C
Le modèle de décomposition utilisé est schématisé par:
kn / k, k,
Al —^> Ai — > Aj — > A3
avec
I { t, h) = { h) • [ Al ( t ) + a( ( t ) + Aj ( t ) exp ( -h ^Uh ) ]
respectant les équations cinétiques
ciA,
= k,I,-kX
^ = kX-k^A^
dt
dA-
-X = KAj
dt ^ ^
et les contraintes
Al ( t ) + A( ( t ) + A2 ( t ) + A3 ( t; ) = Ag
Al ( 0 ) = Aq , A^ ( 0 ) = 0. A2 ( 0 ) = 0, A3 ( 0 ) = 0
Les définitions sont:
t = temps de la mesure
h = réflection donnée
kj = constantes cinétiques de transition
Aj (t) = population de l'état i à un temps t
Aq = volume du cristal irradié
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I(t,h) = intensité mesurée à un temps t
pour une réflection donnée h
Iy(h) = intensité par volume de cristal irradié
pour une réflection donnée h
Ip intensité du faisceau incident
U-./Stt = déplacement moyen au carré directionnel
selon les axes cristallographiques
On utilisera aussi
I ( 0, h ) ^  { h) - A,
■^0 ~ -^0 -io / •'^0
Les populations A- (t) en fonction des constantes
cinétiques kj sont développées ci-dessous.
t < 1 / k'
Pour :
dA.
A = -k„I„t*C
à t = 0, A = Ag
Donc A^ ( t ) = Ag - kgjgt
Note::  Considérant l'impossibilité pour d'être inférieur à zéro, ceci implique que t < Ap/ICglg
t < 1/kg', soit la condition énoncée ci-dessus.
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Pour '
,  , /
On a — = k^I^-k^Ay
si y = k^Io-k^Ai , = -k^
dA[
= dt
y -K
^ = -k,dt
y
In ( y ) = -k^t + C
In ( k^I^-k^Ai ) = -k-^t + C
^ t = 0, = 0
In ( ÀToIg ) = C
In ( k^I^-k^A[ ) = -k^t + In ( k^I^ )
k^I^-kX - • k^I^
_ ^O^-Q -^0^0®
^1
Donc a[ { t ) = ( 1 - )
^1
Pour A^; ( î' ]C2 )
dA, !On a ^ - ^ 2^2
dt
dA-y -le t-
- JCqXo ~ -^0-^0® ^ ~ ^ 2^2
dA— -le f-
^ k^A^= k,I, - iC,J,e
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6PÏ
( - I ) +
i£_
' ^VP
B UO
( ^^ = ) :^V anod
3^^-'
, °J°:^ = ( 5 ) V du-OQ-
3t3,.a °J°^ ^T^.a °J°^
°I°^
= '■Y
°jV - °X°^ + °J°:y
- = C»
J +
°J°^
= 0
0 = V '0 = 3 F
v
+ t; ;; =
°
3':y-
3':f-
J°^
(b + b + °C) + (t.
Of - ^3f)3 O^-O
+ .r,.e
3'3f°J°y[
e''V
+
- ^>[)
Cx - °j°y[ i^x - 'x)y^ ^ ^ j
'O + 3':,®^ =
l = - °J°^ ) /
°D + ) j =
- °x°^ = ( :? ) 0 = ( 5 ) d rs
3 '3f
p ( t ) = k
1  '0 i t ) = k^l^ { 1 - )
-^2 = / ( KI„ - ) g2,t ^ ^
/ < KI^ - Ao-r. e-''' ) e». dt = ?
I Kl, dt = + q
/  dt = - ^0-^0 t + C
2
^2 e
_  -^0-^0 Jtit
k^ ^oK ^ ^  ( Cq + q + q )
Jt" T
^ - k T f- ^ -Jt t
^  i- ^o-'-o ^ ^ + Ce '
■^1
^ t = 0, A^ = 0
C =
K
_ ^0^0 ^a^n -Ir I-
~ ~kr ~ ~Tr ^ ' -kk ^
Kl.vonc A, = q. { 1 _ ,-..2 ( , . , j
/ ki
Lorsciue t , i /
'^l' — > '^2 — > i
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Pour '
dA-i , /
On a = -k.A-,
dt ^
_/ Kl,
a[ = • C
^ t = —K , Ai = — ( 1 - e ) ( modèle t < 1 / Jcq )
kT kAq-Z-Q
Kl,
°  ° ( 1 - e ^°^° ) = e • C
^ , Mo pTS _ M,
^1
À: J
ZJorîc ^ ( e - 1 )
Pour A^ ( î' kj )
dA, /
O/i a = Jc^Ai - ^ 2^2
dA,
^
dt
 + KA^ = KK ( e - 1 )
si p ( t ) = ^ 2 , !? ( t ) = kg Jq ( e - 1 )
A2 = ko Jq ( e - 1 ) I dt + C
Jt t J° g"'^ (JC1-JC2)
A,e= = i:„X, ( e - 1 ) ^ ^
koJo ( 1 - e^"^" ) ^
A. = r-i + c e"
( k, - k^ )
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à t =
^0^0
A. = •^0^0 k, ( k,-k^ )
e
k.
^n-Tn
^zA)
{modèle t < 1 / k^]
-^0-^0 ^ -^0 -^0 ® ^o-I'n
(  Je,-Je, )
-
jç.Jojç.e
^2 ( K'K )
•^0-^0 ^ ^qJq e
( k^-k^ ) ( k^-k^ )
+ c e
aa
^0 A A _ k^I^k^e
AA
A-Tft
^2 ( K-^2 ) ^2 ( -^1-^2 )
C =
k^I^k^e JCoXoJCi
;C2 ( ) iC2 ( -^l~-^2 )
A, =
iCo Jq ( 1 - e ) e -JCjt ^qI-o^x
(  Jci-;c2 ) ^2 ( ^l--^2 )
( e 1 )
Donc Aj ( t ) ^qI-o
( 1 - e
( k,-k, )
^2A)
iCj^ ( e - 1 ) e'
k^ ( k^-k^ )
152
Pour A^: ( k^= )
On a = k^Ai -dA^ _
dt
dA^
+
^lAi
dt
 k^A^ = k,I, ( e - 1 ) e -fc,t
k^ tsi P( t) =k^ , Oi t) = k^I^ ( e - 1 )
= Jc,J,( g Jfo-To _ 1 ) J g^Cit ^-;cit dt + C
JCnJ.^2 = kg Jq ( e - 1 ) t e + C e -JCj c
^lA)
1 +
^iAq
^0^0 J
[modèle t <
ko
_J^
k^I^ kgjg e ^lA) *iAj
- Ag e = Ag - Ag e + C 6
C = ° ° e - ° ° - e
k kx l
A^ - kg Jg ( e ^^0 - 1 ) te
^lAi
ki^o
ko-^0 ( e - 1 )
e
-Jc,t
- ^ 0 e
^lA)
Aj-^o
Donc Ay i t ) =
k JO-'-O / _ Jt:„J,{ e
1^
- 1 ) ( 1 + k, t )
AA
i^îg e
153
Considérant l'hypothèse où l'échelle de temps de
l'expérience serait inférieure à l'apparition de l'état A^, le
modèle résultant équivalent à k2=0 est schématisé par:
/  -^1
respectant les mêmes équations cinétiques pour et A^ ' sauf
que pour A^:
dAy ,
dt
Le développement du modèle devient alors:
t CL / kL
Pour A^ :
identique au modèle incluant Aj
Donc A^ ( t ) = Ag - koJgt
Pour A^ '
identique au modèle incluant A^
Donc a( ( t ) = )
K
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Pour A^:
dA^ /
on a — = k,A,
1. -r- / --k,l:
dt
( 1 - )
|dA2 = ^ ^
/  Q ~^1 ^
^2 = K^O ( t +
à t = 0 , .q, = 0
0 = -^^0^0 I 0 + ^  + C
c = - ^
Donc ^2 ( t ) = iC(,Jg < t + (  - 1 )
^1
t> 1 / ki
Le modèle devient alors:
/  k,
Al —> A2
Pour ' :
identique au modèle incluant A,
k T
Donc a[ { t ) = ( e - 1 )
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Pour A^:
dA^ .  /
On a = k.A-,
W ^ 1 ^
dt
j, ^lAi
dA-y , k I
dt
^  \ -Je, t
1 ) e ^
jdAi iCg Jg ( e - 1 ) j e''"'" de
JCjAq
A, = Jcg J„ ( e - 1 )
^0-^0
K
+ C
à C
^0^0
, Aj = ^0^0
_ -^lA)
( e - 1 )
^0^0 K
(.modèle t<l/ko)
^0^0
A„
-
( e - 1 )
^0^0
= iCg Jg ( e - 1 )
JCo-To
+ C
+
o
e 1 1  + e ^°^''
^0^0 K ^1 K K
■^1-^
+ c ( e - 1 )
C
iCgIg ( e - 1 )
■fciA)
^2 = iCg Jg ( e - 1 )
iCg Jg ( e - 1 )
Donc A, { t ) = An
■^lAi
iCgJg ( - 1 )
^1
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Les équations générales obtenues pour les différentes
conditions énumérées sont décrites ci-dessous. Les dérivées
partielles par rapport aux coefficients k,- utilisés pour
l'affinement des coefficients y sont aussi mentionnées. Notez
que peu importe la condition énumérée, on a;
I ( t,h ) = ( t,ii )
I { Q,h)
d I ( t,h )
d I ( 0,22 )
R { t,h )
d I ( t,h )
dk,
= I ( 0,22 )
d R ( t,h )
dk,
le tout pour éviter une redondance des équations,
t < 1 / kjj , * Jc^ , ^ 0
Equation générale
I { t,h )
i h)
- k^I^t + ° °
^1
kl ik^-ki)
( 1 - ) +
-k,t , (-i'ta)
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utilisant les définitions 1(0,h) et kg'
I i t,h) ^
I { 0,h }
1 - ic^t + ° ( 1 - e
K
k'o
^2
,~k, C
\  +
,<-b 'Oh)
Les dérivées
d R ( C,h )
d k'o
kz (.k^-kz)
- t . ( ^ .
,-ACiC _ , (-ij "m
d R ( t, h )
d k.
—^ ^
kl
( 1 + ) - 1 )
ik^-kz)
[ - ( 1 + ik^-kz) t ) +
d R ( t,h )
d ko
k'o -
e-k.t
k^e -ky t
kl ik^-kz)
kl (k^-kz)
( k^ - 2k2 + k2t (k^-kj) )
e
(-fUb)
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t^l/JCo, Je, * Je, , le, ^  Q
Equation générale
I { t,h)
{ h)
^0^0
■fciAo
{ e - 1 ) +
^0^0
( 1 - e
(k^-k^)
JCjA)
.  „(-i'K2i)
( e - 1 ) e
K iK-K)
-JCjC
utilisant les définitions 1(0,h) et kg'
I { t,h) ^
I ( 0,ii )
k^
K
( e - 1 ) +
-iC, C( 1 - e ° ) e
(Jc,-k,)
-Jc,t
( e ° - 1 ) e ^
^2
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les dérivées
d R ( t,h)
a k'^
-k^t
e 1 -
k'o ^
- 1
{k^-k^)
e'"'"
h.
1  e^'
k^e-k-,t
*^2
( k ^
Je, '1
1 - —4
ko
e
( -h "Uh)
d R ( t,h )
a k^
k'oe'k-^c
ik^-k^)
( 1
k'o
t +
k'
+  { 1 - e'"" )
+ t
[  {k^-k^)
k'o( 1 - e"" )
(k^-k^)
. ^ {-h'^Ub)
a R ( t,h )
a k^
k'o
U,-k,)
{ 1 - )
{k^-k^)
^2
k'a
t +
-  ( e"° - 1 )
(jCi-2Jc,) ^
k^{k^-k^)
, g(-i'^ah)
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t < 1 / k'o , k, = K
Ecmation générale
I { t,h) ^
{ h)
A. - k,I,t + ( 1 -
K^o I
-JCit
)  +
( 1 + ) y e(-i 'OZi)
utilisant le définitions 1(0,h) et k^'
I { t,h)
I ( O.h )
1 - + -^ ( 1 -JClt )  +
, (-i'coj)
Les dérivées
d R ( t.b )
d kL
- t ^  ^ .
K
-k^t
{ 1 + k^c ) ,(-i'ca)
d R ( C, h )
d k^
k'.
4{ e-''' (1* k,t) - 1 }
kl
[  ( 1 ^  kif ) - 1 ] ^
kl
e
(-i'ca)
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t ^  1 / k'„ , Je, = K
Ecmation générale
I { t,h) ^
( h)
( e
•^0-^0
^1-^0
^0^0
Jc^Ao
( g JcoJo _ ^ J ^-k^t ^
1 ) { 1 + k^t )
^0^0
^0 e
^0^0
^0^0
utilisant les définitions 1(0,h) et kg'
I { t,h ) ^
I ( 0,ii )
k'o
! ^
^  -1
( e ^0 - 1 ) ( 1 + k^t )
g(-i'Oh)
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Les dérivées
d R { t,h )
d k'o
-k. t
1 - ^ - 1
-k^t
4
t +
1 - - 1
/2
g(-iJ "uh)
d R ( t,2i )
a
ko e
-k, t
h:
> ^ '
k'o
t +
+  ( 1 - ) I t
1
ic^ ( e - 1 )
kt
kl
- kLt \ t + -^ ] { e - 1 )
^ ( A
[ k'.
- t
^i-h'^Uh)
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t < 1 / ko , = 0
Equation générale
J ( t,ii ) _
( h)
An iCg Xq t +
kni.0-^0
t +
( 1 - ) +
(  - 1 ) ,  (-i'Ub)
utilisant les définitions 1(0,h) et k^'
I { t,h ) ^
I { 0,h)
1 - k'ot ^ ^  ( 1 - ) +
■^1
ko J C (  -1 ) A-h'^Ub)
Les dérivées
a R ( t,h )
d k'o
t +
( 1 - )
ic.
t +
(  - 1 ) A-b'Uh)
a R ( t,h )
a
—^ ( 1 + k^t ) - 1 }
{ 1 - . 1 ) )
■kl
, ( -h 'Mi)
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Equation générale
t^l/Jcp , le, = 0
I { t,h) ^
{ h)
k I —
1 ) +
A„ -
k I
- 1 ) e \ ^t.-b'^Uh)
utilisant les définitions 1(0,h) et k„'
I { t,h ) ^
I ( 0,h )
/  ^
^ ( e*»
K
1  ) +
/  —
1 - - 1 ) e
K
-*it > _(-ii'nh)
Les dérivées
d R ( t,h )
d ko
-k^t
1 - A
k'o
-1
kl
.1'1 - ic, ^ - 1 ,  (-i'Ctt)
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a R ( t,h )
a
k'o e-"-'
k'o e -Jc^t
k'o
JCo
+  ( l-e^° )| t + --^
^
1  [ ko
1
- e ) t; +
^1
, (-i'czh)
L'expression e(-htUh)
L'expression h^Uh se lie la transposée de h par la
matrice U par h et est décrite par:
{ H K L ) ^12 Uz2 H
Uzz ^22 U22 K
Uzz Uz2 ^33 .
considérant la matrice U symétrique où U.j = Ujj , on obtient
alors:
C/ii + U22 + Ujj + 2 H K + 2 H L + 2 K L
Cette expression doit respecter les conditions de Laue; par
exemple pour une maille monoclinique où H K L = -H K -L , ceci
implique que:
H' C/,, + U^2 + L' ^33 +
2 H K + 2 H L + 2 K L U^j /
(-h)2 + k'^ u^2 + U^z +
^2{-H) K +2 {-H) i-L) (7^3 + 2 K {-L) ^
Donc t/32 = C^23 ^ ®
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ANNEXE D
L'annexe D présente une liste de ponts hydrogènes potentiels entre les
molécules d'eau potentielles (numéro de résidu supérieur à 363 et inférieur à 600)
et les atomes de la protéine. On considère un pont hydrogène potentiel lorsque la
distance calculée entre l'atome d'oxygène de la molécule d'eau potentielle et un
atome de la protéine accepteur ou donneur d'un proton est inférieure à 3.2Â (Baker
et Hubbard, 1984).
Voici un exemple de pont hydrogène potentiel tel que décrit dans la liste:
1  364 1.00 7.95 - 1 124 THR G 6.50 - 3.03
Les différentes variables signifient:
molécule d'eau potentielle
1 364 numéro de résidu de l'atome d'oxygène
1.00 facteur de population de l'atome d'oxygène
7.95 facteur de température de l'atome d'oxygène en
résidu d'acide aminé
1 124 sous-unité et numéro du résidu
THR nom du résidu
G  nom de l'atome impliqué
6.50 facteur de température de l'atome impliqué en
distance
3.03 distance calculée entre les deux atomes en Â
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1 364 1.00 7.95 - 1 124 THR 0 6.50 — 3 . 03
1 365 1.00 7.76 - 2 128 ASP OUI 8 . 85 — 2.78
1 366 1. 00 11. 98 — 1 166 ASN OUI 7.88 — 2.73
1 366 1.00 11.98 - 1 150 VAL N 6. 35 — 2.88
1 366 1. 00 11.98 - 1 124 THR OGl 10. 73 — 2.99
1 367 1.00 10.83 - 1 116 ALA 0 8.70 — 2.53
1 367 1.00 10.83 - 2 219 HIS 0 8. 32 — 2.70
1 367 1.00 10.83 - 2 175 SER OG 8.19 — 3.06
1 368 1.00 9.91 - 1 172 ARG NHI 11.97 — 2.78
1 368 1.00 9.91 - 1 219 HIS NDl 6. 07 — 2.80
1 369 0.85 13 . 07 - 1 100 LYS 0 15.97 — 2.84
1 369 0.85 13 . 07 - 1 73 ILE 0 11.54 — 2.89
1 370 0.84 11.91 - 2 175 SER OG 8.19 — 2.73
1 370 0.84 11. 91 - 2 172 ARG NHl 9 .12 — 3 . 07
1 370 0.84 11. 91 - 1 116 ALA N 8.52 — 3.09
1 371 0.98 3.64 — 1 121 GLU CEI 9.59 — 2.73
1 371 0.98 3 . 64 - 1 152 LYS N 9.54 — 2.93
1 372 1.00 10.18 - 1 127 LEU G 3.26 — 2.78
1 372 1.00 10. 18 - 2 125 GLN CEI 13 . 65 — 2.93
1 373 1.00 11.90 - 1 226 THR OGl 1.99 — 2.71
1 373 1.00 11.90 - 1 213 TYR OH 13.53 — 2.86
1 374 0.78 9.49 - 1 287 ASN ND2 8.77 — 2.72
1 374 0.78 9.49 - 1 297 LEU N 5.71 — 3 . 06
1 374 0. 78 9.49 - 1 338 CYS 0 12 . 61 — 3 . 08
1 375 1.00 15.28 - 1 259 THR 0 8.83 — 3.01
1 376 0.77 10.15 - 1 168 ASN ND2 11.42 — 2 . 66
1 376 0.77 10.15 - 1 165 GLU OEl 15. 90 — 3 . 06
1 377 1. 00 11. 09 - 1 196 HIS NE 2 13 . 56 — 2.52
1 377 1.00 11. 09 - 1 234 THR 0 13.54 — 3 . 06
1 378 0.92 7.99 - 1 210 ALA 0 5. 23 — 2.76
1 379 0.95 10.83 — 1 109 ASP 0D2 12.34 — 2 .79
1 379 0.95 10.83 - 1 148 ARG 0 9.01 — 2.86
1 381 0.98 7.69 — 1 159 SER OG 4.51 — 3.17
1 382 0.95 14.73 - 1 232 MET N 7.74 — 2.91
1 382 0.95 14.73 - 1 270 LEU 0 16.24 _ 3 .15
1 383 0.95 5.97 - 1 207 LYS 0 3 . 45 — 2. 65
1 384 0.83 15.14 - 1 153 ILE 0 13 .36 — 3 . 05
1 385 0.97 2.52 - 1 217 SER OG 4. 35 — 2.45
1 385 0.97 2 . 52 - 1 218 ASP 0D2 6. 32 — 2.65
1 386 0.73 7.49 - 1 264 VAL 0 5.95 — 2.74
1 386 0.73 7.49 - 1 262 PRO 0 10.64 — 2.99
1 386 0.73 7.49 - 1 294 PRO 0 10. 10 — 3.01
1 387 0.79 9 . 39 - 1 190 ILE 0 11. 78 — 3 . 06
1 388 0.93 12.19 - 1 165 GLU 0E2 16.25 — 2 . 88
1 389 0.71 8.45 - 1 122 THR 0 9.01 — 2 . 64
1 389 0. 71 8.45 - 1 150 VAL 0 8.76 — 2.66
1 389 0.71 8.45 - 1 122 THR N 7. 63 3 . 06
1 390 1. 00 16. 00 — 1 193 ASP 0 19.53 2 . 54
1 390 1.00 16. 00 - 1 191 LEU 0 15.41 _ 2.61
1 390 1.00 16.00 - 1 153 ILE N 11.89 — 3 . 01
1 391 0.72 6.93 - 1 213 TYR 0 3 .20 — 2 .55
1 392 0.95 16. 16 - 1 263 ALA 0 11.16 — 2.71
1 392 0.95 16.16 - 1 265 THR OGl 6.43 _ 2 .89
1 393 0.93 10.72 - 1 175 SER 0 6.86 — 3 . 06
1 393 0.93 10.72 - 1 179 GLN OEl 14.54 — 3 . 07
1 394 1. 00 16.95 - 1 161 LEU N 5.59 — 3 .17
1 395 0. 99 13.87 - 1 211 ALA 0 2.24 — 2.72
1 396 1. 00 12.57 - 1 23 VAL 0 11.70 — 2 . 55
1 396 1. 00 12 . 57 - 1 27 LYS 0 9.77 — 2 . 85
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1 396 1. 00 12.57 - 1 24 ALA 0 12 . 61 - 2.85
1 397 0.95 9.89 - 1 224 GLU 0E2 9 . 61 - 2 .70
1 397 0.95 9.89 - 1 223 LEU N 7 . 37 - 2 .80
1 398 0.89 10.55 - 4 217 SER OG 4 .85 - 2 . 68
1 398 0.89 10.55 - 1 206 GLU 0 6.92 - 3 . 10
1 399 0.89 13.58 - 1 109 ASP ODl 11. 00 - 2.86
1 399 0. 89 13 . 58 - 1 146 LYS NZ 14.54 - 2.96
1 400 1. 00 15.73 - 2 117 GLY 0 13.61 - 2 . 72
1 400 1. 00 15.73 - 1 4 HIS 0 28.97 - 3 . 03
1 400 1. 00 15.73 - 1 4 HIS N 30. 69 - 3 . 05
1 401 0.77 11. 06 - 1 285 ALA 0 12 .27 - 2.86
1 402 0. 77 11. 63 - 1 246 GLU 0 17.07 - 2.53
1 403 0.97 12 . 66 - 1 221 ILE 0 9.84 - 2.86
1 404 0. 68 5.21 - 1 190 ILE 0 11.78 - 2 .78
1 404 0. 68 5.21 - 1 189 GLU OEl 12.78 - 2 .86
1 405 0.83 9.32 - 1 178 GLN OEl 8 . 05 - 2.71
1 406 1. 00 11.42 - 1 143 ASP ODl 13 .26 — 2 . 38
1 406 1.00 11.42 - 1 141 GLY G 17.55 - 2 .78
1 406 1. 00 11.42 - 1 104 VAL N 10.48 - 2.81
1 408 0.86 13 .76 - 1 234 THR OGl 13 .29 - 2.70
1 408 0.86 13 .76 - 1 232 MET G 11.81 - 2.81
1 409 0.86 11.72 - 1 172 ARG NH2 13 . 54 - 2.76
1 410 0.71 8.14 - 1 32 ALA G 15.84 — 2 . 37
1 410 0.71 8 .14 - 1 82 THR GGl 10.84 - 2.91
1 410 0.71 8.14 - 1 79 PME N 11. 01 - 2.99
1 411 0.83 7 .17 - 1 218 ASP G 3 .89 — 2 . 62
1 412 0.76 8.30 - 1 121 GLU GE2 11. 66 - 2 .72
1 412 0.76 8 .30 - 1 119 ASN N 11.18 - 2.73
1 413 0.99 18 .71 - 1 114 PRO G 15.46 — 2 .36
1 413 0.99 18.71 - 2 172 ARG NH2 12.97 — 2.74
1 414 0.75 15.89 - 1 304 ALA G 15.72 — 2 . 65
1 414 0.75 15.89 - 1 334 ASN ND2 12 . 69 — 2.76
1 414 0.75 15.89 - 1 276 GLU G 18.76 - 2.86
1 414 0.75 15.89 - 1 280 SER GG 14.64 — 3.07
1 415 0.89 20.29 - 1 81 GLU GEl 25. 93 — 2.53
1 415 0.89 20.29 - 1 82 THR GGl 10.84 — 2.79
1 415 0.89 20.29 - 1 85 GLN NE2 22. 61 — 2.83
1 416 0. 85 21.83 - 1 295 TRP G 9 . 63 — 2.83
1 417 1.00 22 . 00 - 1 305 LEU G 19.27 — 2.73
1 417 1. 00 22 . 00 - 1 276 GLU GEl 22.22 — 2.86
1 417 1. 00 22 . 00 - 1 309 ALA N 28.19 — 2 . 97
1 418 0.81 15.14 - 1 11 GLN G 14.56 - 2.90
1 418 0.81 15.14 - 1 14 GLU GE2 24.27 — 3 . 01
1 419 0.66 5.43 - 1 293 LYS N 13 .29 — 2 .93
1 420 0. 66 7.55 - 1 80 HIS N 13 . 05 — 2 . 66
1 420 0. 66 7.55 - 1 107 LYS G 10.24 — 2.85
1 422 0. 69 14.68 - 1 168 ASN GDI 14.33 — 2.87
1 423 0.75 13.59 - 1 178 GLN G 10. 20 - 2.67
1 424 0.57 7.32 - 1 214 LYS NZ 3.21 - 2.97
1 425 0.51 7.47 - 1 265 THR G 7.36 - 2.90
1 427 0.67 16. 09 - 1 292 LEU N 15. 17 — 2.94
1 428 0.81 18.94 - 1 27 LYS NZ 21. 14 — 2 .29
1 428 0.81 18.94 - 1 21 ARG G 12 .98 — 2 .70
1 430 0.73 14 .19 - 4 257 ARG NE 10. 62 - 2 .83
1 430 0.73 14 .19 - 1 224 GLU GEl 11. 53 - 3 . 02
1 430 0.73 14 .19 - 4 257 ARG NH2 12 .46 - 3 .14
1 431 0.99 18 . 84 - 1 34 GLU GE2 18 .93 - 2.91
1 431 0.99 18 . 84 - 1 306 GLN GEl 21.24 - 2 . 93
1 431 0.99 18 . 84 - 1 59 ARG NE 18 . 62 — 2.97
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1 433 0. 54 10. 96 - 1 294 PRO 0 10.10 — 2 . 54
1 433 0. 54 10. 96 - 4 257 ARG NHl 10.05 — 2.86
1 433 0.54 10.96 - 1 262 PRO O 10.64 — 2.95
1 435 0.57 22 . 06 - 1 326 GLU 0 25.00 — 2.65
1 436 0. 63 7. 34 - 1 135 ALA 0 15.53 - 2.34
1 437 0. 50 8.29 - 1 132 GLU 0 10.51 - 2.58
1 438 0.73 23.12 - 1 119 ASN ND2 27.34 — 2.84
1 438 0. 73 23.12 - 1 156 HIS N 24 .03 — 2.89
1 439 0.50 0.95 - 1 138 LYS 0 15.61 — 2. 68
1 439 0.50 0.95 - 1 143 ASP 0D2 10.59 — 3. 07
1 440 0.46 14.37 - 1 235 PRO 0 14 .83 — 2.69
1 441 0. 66 15. 95 - 1 146 LYS NZ 14 .54 — 2.89
1 441 0. 66 15.95 - 1 33 ASP ODl 19.44 — 3.01
1 443 0.49 17.42 - 1 12 LYS NZ 28.51 — 3.09
1 445 0.91 23 . 39 - 1 97 ILE 0 17.92 — 2.85
1 446 0.72 4.92 - 1 133 ARG NH2 15.42 — 2.39
1 446 0.72 4.92 - 1 126 GLY 0 7.09 — 2.81
1 446 0. 72 4.92 - 1 128 ASP 0 6.17 — 2.87
1 448 0.68 20.13 - 1 132 GLU 0E2 24.45 — 2.97
1 449 0.71 15.24 - 1 284 ASN ND2 12 .01 — 2.82
1 449 0.71 15.24 - 1 281 ILE 0 13 .88 — 2.85
1 450 0.83 16.40 - 1 68 ARG 0 23.44 — 2.73
1 451 0. 62 7.50 - 1 160 ALA 0 6.51 — 3.05
1 452 0.86 25.00 - 1 2 HIS O 35.15 — 3.10
1 452 0.86 25. 00 - 2 117 GLY 0 13 .61 — 3.11
1 453 0.73 15.51 - 1 133 ARG NHl 20.97 — 2.68
1 453 0.73 15. 51 - 1 109 ASP 0 10.59 — 3 .12
1 454 0. 77 16.82 - 1 254 THR OGl 12.46 — 2.90
1 455 0.61 9.73 - 1 188 PRO 0 13.61 — 2.76
1 455 0. 61 9.73 - 1 231 ASN ODl 11.56 — 2.90
1 456 1. 00 39.11 - 1 34 GLU OEl 22 .13 — 2.56
1 458 0.77 16. 25 - 1 338 CYS 0 12 .61 — 2.88
1 459 0. 68 20.59 - 1 341 LYS 0 20.79 — 2.55
1 461 0. 63 18.04 - 1 74 GLY 0 12.56 — 2.84
1 461 0.63 18.04 - 1 101 GLY 0 18.49 — 3.13
2 364 0.98 10.68 - 2 124 THR 0 7.26 — 2.83
2 365 1. 00 7.58 - 1 128 ASP ODl 5.43 — 2.71
2 366 1. 00 5.96 - 2 166 ASN ODl 7.77 — 2.80
2 366 1. 00 5.96 - 2 124 THR OGl 10.82 — 2.86
2 366 1. 00 5.96 - 2 150 VAL N 5.21 — 3 . 02
2 367 1. 00 11.82 - 2 116 ALA 0 10.94 — 2.73
2 367 1. 00 11.82 - 1 219 HIS 0 8.28 — 2.86
2 367 1. 00 11.82 - 1 175 SER OG 4.65 — 2.89
2 368 0. 93 7.79 - 2 172 ARG NHl 9.12 — 2.74
2 368 0. 93 7.79 - 2 219 HIS NDl 6.97 — 2.76
2 369 1. 00 12.80 - 2 100 LYS 0 19.55 — 2.82
2 369 1. 00 12.80 - 2 73 ILE 0 12.84 — 2.89
2 370 0.90 8.50 - 1 175 SER OG 4.65 — 2.87
2 370 0. 90 8.50 - 2 116 ALA N 9.55 — 3.11
2 371 1. 00 10.13 - 2 121 GLU OEl 10.56 — 2.73
2 371 1. 00 10.13 - 2 152 LYS N 10.92 — 3.15
2 372 0.99 13 .92 - 2 127 LEU 0 4.58 — 2.55
2 372 0. 99 13 .92 - 1 125 GLN OEl 9.61 — 2.98
2 373 0.82 4.68 - 2 213 TYR OH 8.39 — 2.54
2 373 0.82 4.68 - 2 226 THR OGl 1.58 — 2.87
2 374 0.90 7 . 06 - 2 287 ASN ND2 8.53 — 2.76
2 374 0.90 7.06 - 2 297 LEU N 7.19 — 2.88
2 374 0.90 7 . 06 - 2 338 CYS 0 13.63 — 3.18
2 375 1.00 16. 08 - 2 259 THR 0 8 .14 — 2 .71
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2 376 0. 66 13 .76 - 2 168 ASN ND2 13.72 — 2.76
2 376 0.66 13 .76 - 2 165 GLU OEl 13.56 — 2.95
2 377 1. 00 15.23 - 2 196 HIS NE 2 12.90 — 2.68
2 377 1. 00 15.23 - 2 234 THR 0 9.74 - 3.12
2 378 0.86 7.35 - 2 210 ALÀ 0 3 .72 - 2.68
2 379 1.00 14.23 - 2 109 ASP OD2 8.20 - 2.82
2 379 1.00 14.23 - 2 148 ARG 0 9. 39 - 3.01
2 380 1. 00 13 .97 - 2 131 SER N 9.64 - 3.18
2 382 1.00 8.77 - 2 270 LEU 0 18.18 — 2.84
2 382 1. 00 8.77 - 2 232 MET N 6. 60 — 2.95
2 383 1. 00 8.20 - 2 207 LYS 0 3 . 86 — 2.99
2 384 1.00 18.33 - 2 153 ILE O 13.15 - 2.58
2 384 1.00 18.33 - 2 196 HIS NDl 14.62 — 2.99
2 385 1.00 6.75 - 2 217 SER OG 5. 01 — 2.59
2 385 1. 00 6.75 - 2 218 ASP 0D2 9.10 - 2.66
2 386 0.81 9.23 - 2 264 VAL 0 4.32 — 2.72
2 386 0.81 9.23 - 2 294 PRO 0 14.58 — 2.85
2 386 0.81 9.23 - 2 262 PRO 0 10.81 — 2.95
2 387 1.00 13 .25 - 2 190 ILE 0 9.06 — 2.84
2 388 0.84 9.77 - 2 165 GLU 0E2 15.27 — 2.74
2 389 0.71 12.53 - 2 150 VAL 0 7.60 — 2.39
2 389 0.71 12.53 - 2 122 THR 0 10.36 — 2.77
2 390 1.00 16.02 - 2 193 ASP 0 22 . 09 — 2 . 62
2 390 1.00 16.02 - 2 191 LEU 0 14.06 — 2.77
2 390 1. 00 16.02 - 2 153 ILE N 11.78 — 2.90
2 391 0.79 8 . 29 - 2 213 TYR 0 3 .10 — 2.67
2 392 0.87 10.91 - 2 263 ALA 0 10. 03 — 2.73
2 392 0.87 10.91 - 2 265 THR OGl 7.15 — 3 . 06
2 393 0.84 10.69 - 2 179 GLN OEl 17.34 — 2.86
2 393 0.84 10.69 - 2 175 SER G 6.90 — 3 .13
2 394 0.96 7.42 - 2 161 LEU N 7.74 — 3 . 08
2 395 0.92 14.33 - 2 211 ALA O 3.83 — 2.82
2 396 0.98 11. 07 - 2 23 VAL 0 15.24 — 2.68
2 396 0.98 11.07 - 2 27 LYS 0 10.98 — 2.77
2 396 0.98 11.07 - 2 24 ALA 0 10.40 — 2.95
2 397 0.86 9.00 - 2 223 LEU N 6.54 — 2.86
2 397 0.86 9.00 - 2 224 GLU 0E2 9.99 — 2.92
2 398 0.86 7.90 - 3 217 SER OG 4 . 69 — 2.60
2 398 0.86 7.90 - 2 206 GLU 0 5.42 — 3.15
2 399 1.00 14.55 - 2 109 ASP ODl 10.19 — 2.83
2 399 1.00 14.55 - 2 146 LYS NZ 15.22 — 2.93
2 400 1.00 16.34 - 1 117 GLY 0 12.64 — 3.00
2 400 1.00 16.34 - 2 4 HIS N 33 . 35 — 3 .17
2 400 1.00 16.34 - 2 4 HIS 0 29.21 — 3.17
2 401 0.87 17.03 - 2 285 ALA O 13.13 — 2.92
2 402 0.81 10.97 - 2 246 GLU 0 11.34 — 3.06
2 403 0.86 10.77 - 2 221 ILE 0 7.85 — 2 .88
2 404 0.81 13.52 - 2 189 GLU OEl 17.04 — 2.75
2 404 0.81 13.52 - 2 190 ILE 0 9. 06 — 2.83
2 405 0.81 10.24 - 2 178 GLN OEl 5.36 — 2.71
2 406 0.97 17.70 - 2 143 ASP ODl 17.70 — 2.76
2 406 0.97 17.70 - 2 104 VAL N 9. 64 — 2 .88
2 406 0.97 17.70 - 2 141 GLY 0 19 .26 — 2.94
2 408 0.86 8.89 - 2 232 MET O 8 . 60 — 2.75
2 408 0.86 8.89 - 2 234 THR OGl 12.99 — 2.80
2 409 0.77 11.28 - 2 172 ARG NH2 12.97 — 2.70
2 410 0.87 10.61 - 2 32 ALA 0 12.54 — 2.61
2 410 0.87 10.61 - 2 79 PHE N 13.01 — 3.05
2 411 1.00 17.67 - 2 218 ASP 0 7.99 — 2.86
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2 412 0.97 11.74 - 2 121 GLU 0E2 10.93 — 2 . 67
2 412 0. 97 11.74 - 2 119 ASN N 13 .73 — 2.71
2 413 0.79 13 . 32 - 2 114 PRO 0 13 .86 — 2 . 47
2 413 0.79 13.32 - 1 172 ARG NH2 13.54 — 3.05
2 414 0.86 15.01 - 2 304 ALA 0 12.92 — 2.48
2 414 0.86 15. 01 - 2 276 GLU 0 17. 37 — 2.75
2 414 0.86 15.01 - 2 334 ASN ND2 14.51 — 2.83
2 415 0.79 15.70 - 2 81 GLU OEl 20.56 — 2.69
2 415 0.79 15.70 - 2 82 THR OGl 8.88 — 2 . 87
2 415 0.79 15.70 - 2 85 GLN NE2 14.81 — 2.93
2 415 0.79 15.70 - 2 59 ARG NHl 20.63 — 3 . 06
2 416 1. 00 17.40 - 2 295 TRP 0 6.81 — 2.96
2 417 0.99 16.75 - 2 305 LEU 0 16.15 — 2.54
2 417 0. 99 16.75 - 2 276 GLU OEl 26.87 — 2.87
2 417 0.99 16 . 75 - 2 309 ALA N 23.33 — 3 .12
2 418 0.70 10.28 - 2 11 GLN 0 13.07 — 2 . 85
2 419 0.53 2 . 97 — 2 293 LYS N 9. 37 — 3.01
2 420 0. 67 3 . 28 - 2 80 HIS N 11.59 — 2.70
2 420 0.67 3 .28 - 2 107 LYS 0 8.91 — 2.74
2 422 0.99 18.46 - 2 168 ASN ODl 12.77 — 2.74
2 423 0.84 17.24 - 2 178 GLN 0 11.90 — 2.95
2 424 0.74 9.47 - 2 214 LYS NZ 5.11 — 3.08
2 425 0.52 13.60 - 2 265 THR 0 11.10 — 2.74
2 427 0.75 14.86 - 2 292 LEU N 14.67 — 2.95
2 428 0. 69 11.72 - 2 27 LYS NZ 20. 06 — 2.38
2 428 0. 69 11.72 - 2 21 ARG 0 12.11 — 2.70
2 430 0.78 15.58 - 2 224 GLU OEl 13 .55 — 2.59
2 431 1.00 16.75 - 2 34 GLU 0E2 20.28 — 2 . 83
2 431 1. 00 16.75 - 2 306 GLN OEl 19 . 29 — 2.94
2 431 1.00 16.75 - 2 59 ARG NE 19.64 — 3 . 01
2 433 0. 57 10.87 - 3 257 ARG NHl 11. 03 — 2.57
2 433 0.57 10.87 - 2 294 PRO 0 14 .58 — 2.83
2 434 0.71 20.46 - 2 327 TYR OH 14.75 — 2 .73
2 434 0.71 20.46 - 2 62 LEU 0 17.60 — 3 . 02
2 435 0.83 19 .12 - 2 326 GLU 0 22 . 85 _ 2.76
2 436 0.81 11. 66 - 2 135 ALA 0 15.18 — 2.51
2 437 0.59 5.58 - 2 132 GLU 0 11.54 — 2.73
2 438 1.00 27.81 - 2 119 ASN ND2 25.98 — 2.49
2 438 1.00 27.81 - 2 156 HIS N 25.80 — 3.18
2 439 0. 61 14.39 - 2 138 LYS 0 16.83 — 2.64
2 439 0.61 14.39 - 2 143 ASP 0D2 15.00 — 3.01
2 440 0. 63 15.07 - 2 235 PRO 0 12 . 63 — 2.82
2 441 0.59 20.54 - 2 146 LYS NZ 15.22 — 2.47
2 441 0.59 20.54 - 2 33 ASP ODl 16.60 — 3. 11
2 446 0. 68 16.12 - 2 189 GLU 0E2 15 . 67 — 2.96
2 447 0.51 7.96 - 2 220 HIS 0 4.22 _ 3 . 04
2 448 0.82 18.71 - 2 284 ASN ND2 12 .73 — 2.81
2 448 0.82 18.71 - 2 281 ILE 0 12 .95 — 3 . 00
2 449 0.80 17.52 - 2 272 GLY 0 26.36 — 2.53
2 451 0.67 12.68 - 2 109 ASP 0D2 8 .20 — 2.99
2 452 0.67 9.50 - 2 243 TYR OH 18.98 — 2 .56
2 452 0.67 9.50 - 2 199 LYS N 11.93 — 3.01
2 453 1.00 21.94 - 2 97 ILE 0 14.16 — 2.75
2 454 0.77 17.85 - 2 342 TYR 0 26.23 — 2.38
2 454 0.77 17.85 - 2 284 ASN ND2 12.73 — 2.98
2 454 0.77 17.85 - 2 288 LYS NZ 29.94 — 3 . 09
2 455 0.57 17.08 - 2 98 LYS 0 19.70 — 2.35
2 456 0.65 12 .85 - 2 338 CYS 0 13.63 — 3 . 09
2 457 0.78 19 .30 - 2 84 TYR OH 12.06 — 2.88
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2 458 0.40 13 . 37 - 2 102 GLY 0 15.45 - 2.36
2 460 1. 00 12.88 - 2 133 ARG NHl 19.20 - 2.34
2 460 1. 00 12.88 - 2 137 TYR OH 8.96 - 2.72
2 461 0.70 15.86 - 2 231 ASN ODl 14 . 62 - 2.77
2 461 0.70 15.86 - 2 188 PRO 0 14-22 - 2.88
2 462 0.78 18 .88 - 2 109 ASP 0 12.42 - 3.10
3 364 1.00 9.63 - 3 124 THR 0 9.85 - 2.70
3 365 1.00 7.95 - 4 128 ASP ODl 13.14 - 2.96
3 366 0.91 5.51 - 3 122 THR OGl 9.11 - 2.90
3 366 0. 91 5.51 - 3 124 THR OGl 6.06 - 2.99
3 366 0.91 5.51 - 3 166 ASN ODl 13.25 - 2.99
3 366 0.91 5.51 - 3 150 VAL N 6.13 — 3.05
3 367 1.00 9.06 - 3 116 ALA 0 9.42 - 2.54
3 367 1.00 9 . 06 - 4 219 HIS 0 6.53 - 2.70
3 367 1. 00 9.06 - 4 175 SER OG 10.19 - 3.12
3 368 1.00 7.17 - 3 172 ARG NHl 5.43 - 2.86
3 368 1. 00 7.17 - 3 219 HIS NDl 2.23 - 2 .90
3 369 1. 00 8.23 - 3 73 ILE 0 13.21 - 2.86
3 370 0.93 9.41 - 4 175 SER OG 10.19 - 2 .92
3 370 0.93 9.41 - 3 116 ALA N 8.39 - 3 . 03
3 370 0.93 9.41 - 4 172 ARG NHl 10.78 — 3.14
3 371 1. 00 8.50 - 3 121 GLU OEl 12.23 - 2.53
3 371 1. 00 8 . 50 - 3 152 LYS N 12 .37 - 3.04
3 372 0.90 6.60 - 3 127 LEU 0 4.32 - 2.65
3 372 0.90 6. 60 - 4 125 GLN OEl 12.28 - 2.80
3 373 0.99 9.23 - 3 226 THR OGl 11.15 — 2 .80
3 373 0.99 9.23 - 3 213 TYR OH 8.85 - 2.90
3 374 0. 86 9.76 - 3 287 ASN ND2 7.81 - 2.62
3 374 0.86 9.76 - 3 297 LEU N 9.64 - 2.93
3 374 0.86 9.76 - 3 338 CYS 0 13.21 — 3 . 09
3 375 1. 00 15.13 - 3 259 THR 0 7 . 55 - 2.78
3 376 0. 93 10.16 - 3 168 ASN ND2 12 . 53 - 2.60
3 376 0.93 10.16 - 3 165 GLU OEl 16.73 — 3.01
3 377 1.00 12.35 — 3 196 HIS NE 2 10.88 — 2.59
3 377 1.00 12.35 - 3 234 THR 0 6.37 — 3.05
3 378 0.94 5.63 - 3 210 ALA 0 3 .36 — 2.69
3 379 0.93 7.23 - 3 109 ASP 0D2 8.41 — 2.87
3 379 0.93 7.23 - 3 148 ARG 0 7.39 — 2.87
3 380 1. 00 10.49 - 3 131 SER N 10.23 — 2.96
3 382 0.98 17.07 - 3 232 MET N 8.02 — 2.79
3 382 0.98 17 . 07 - 3 270 LEU 0 17.21 — 3 . 08
3 383 0.91 1.68 - 3 207 LYS 0 3.65 — 2 .81
3 384 0.78 10.04 - 3 196 HIS NDl 13 .52 — 2.78
3 384 0.78 10.04 - 3 153 ILE 0 18.17 — 2.93
3 385 0.94 8.20 - 3 217 SER OG 4.69 — 2.58
3 385 0.94 8.20 — 3 218 ASP 0D2 6.74 — 2. 60
3 386 0. 69 6.85 - 3 294 PRO 0 8.50 — 2.94
3 386 0. 69 6.85 - 3 262 PRO 0 9.27 — 2.96
3 386 0. 69 6.85 - 3 264 VAL 0 7.08 — 2.99
3 387 1. 00 12.93 - 3 190 ILE 0 8.63 — 3 .15
3 388 0.94 7.56 - 3 165 GLU 0E2 14 . 05 — 2.63
3 389 0.87 17.10 - 3 150 VAL 0 9.23 — 2.60
3 389 0.87 17.10 - 3 122 THR N 7.30 - 2.95
3 389 0.87 17.10 - 3 122 THR 0 7.94 — 3.14
3 390 1. 00 12.06 - 3 191 LEU 0 13 .46 — 2.51
3 390 1. 00 12.06 - 3 193 ASP 0 21.60 - 2.73
3 390 1. 00 12.06 - 3 153 ILE N 11.91 — 2.97
3 391 0. 62 4.48 - 3 213 TYR 0 2.79 - 2.79
3 392 0.91 14.61 - 3 263 ALA 0 8.93 - 2.64
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3 392 0.91 14 . 61
— 3 265 THR OGl 7.22 - 3.15
3 393 0.70 9.42 — 3 179 GLN OEl 13.22
— 3. 05
3 393 0.70 9.42 - 3 175 SER 0
4.95 — 3 .19
3 395 0.89 14.49 — 3 211 ALA 0 4.19
— 2 .81
3 396 0.96 12.87 - 3 23 VAL 0 11.57
— 2.59
3 396 0.96 12.87 - 3 27 LYS 0 7.60
— 2.85
3 396 0.96 12.87 — 3 24 ALA 0 11.69
— 2.88
3 397 0.76 3.64 - 3 224 GLU 0E2 8.58
— 2.74
3 397 0.76 3.64 — 3 223 LEU N 7.03
— 2.94
3 398 1.00 12.68 — 2 217 SER OG 5.01
— 2.36
3 398 1.00 12.68 — 3 206 GLU 0 4.23
— 3 . 04
3 399 0.87 15.98 - 3 109 ASP ODl 7.33
— 2.89
3 399 0.87 15.98 - 3 107 LYS NZ 21.54
— 3 .18
3 400 1.00 15.22 — 4 117 GLY 0 12.43
— 2 . 58
3 400 1.00 15.22 — 2 203 TYR OH 21.09
— 3 .15
3 401 0.87 12.11 - 3 285 ALA 0 12 .15
— 2.72
3 402 0. 62 10.37 — 3 246 GLU G 12.31
— 3 .11
3 403 0.60 10.66 - 3 221 ILE 0 9.03
— 2.89
3 404 0. 66 6.39 — 3 190 ILE G 8.63
— 2.62
3 405 0.83 9.68 — 3 178 GLN GEl 10.11
— 2 .85
3 406 0.92 13.17 - 3 143 ASP GDI 14.48
— 2.41
3 406 0.92 13.17 — 3 141 GLY G 16.58
— 2.94
3 406 0.92 13.17 — 3 104 VAL N 9.96
— 3.16
3 407 0.49 19.53 — 3 197 ASP GDI 16.16 — 2 . 82
3 407 0.49 19.53 — 3 197 ASP N 12.97
— 2.87
3 408 0.90 16.62 — 3 232 MET G 8.46
— 2.70
3 408 0.90 16. 62 - 3 234 THR GGl 10.41
— 2 . 92
3 409 0.91 11.07 — 3 172 ARG NH2 9.52
— 2 .79
3 410 0.81 13.79 - 3 32 ALA G 15.63
— 2.45
3 410 0. 81 13 .79 — 3 82 THR GGl 18. 36
— 2.81
3 410 0.81 13.79 - 3 79 PHE N 15.53
— 2 .87
3 411 0.79 13.48 - 3 218 ASP G 4.90
— 2 . 59
3 412 0.67 3.81 - 3 119 ASN N 11.65
— 2.65
3 412 0.67 3.81 - 3 121 GLU GE2 10.97 — 2.96
3 413 0.71 10.17 — 3 114 PRO G 11.30
— 2 .54
3 413 0.71 10.17 - 4 172 ARG NH2 11.19 — 2.73
3 413 0.71 10.17 - 4 172 ARG NHl 10.78
— 3.08
3 414 0.80 16.72 — 3 276 GLU G 14.48
— 2.37
3 414 0.80 16.72 - 3 280 SER GG 13.88 — 2.86
3 414 0.80 16.72 - 3 304 ALA G 12 .40
— 2.91
3 414 0.80 16.72 - 3 330 ARG NE 21.16
— 2.99
3 415 0.85 15.48 — 3 82 THR GGl 18.36
— 2.72
3 415 0.85 15.48 — 3 59 ARG NHl 20.86
— 2.73
3 415 0.85 15.48 - 3 81 GLU GEl 27. 60
— 2.90
3 415 0.85 15.48 — 3 85 GLN NE 2 19.31
— 2.93
3 416 0.67 13 .79 - 3 295 TRP G 9.27
— 2 .98
3 417 1.00 20.51 — 3 305 LEU G 17.59
— 2 .68
3 417 1.00 20.51 — 3 276 GLU GEl 26.80 —
2 .72
3 417 1.00 20.51 - 3 309 ALA N 26.61
— 3 .10
3 418 0.86 12.98 — 3 14 GLU GE2 23 .94
— 2.53
3 418 0.86 12 . 98 - 3 11 GLN G 11.86
— 2 .91
3 419 0.57 2.21 — 3 293 LYS N 10.59
— 2.98
3 420 0.82 13.84 - 3 80 HIS N 18.01
— 2.79
3 420 0.82 13 .84 - 3 107 LYS G 13 .16 — 2 .81
3 422 0.86 16.12 - 3 168 ASN GDI 11.57
— 2.76
3 423 0.83 16. 05 - 3 178 GLN G 10.45
— 2.77
3 425 0.77 21.01 — 3 265 THR G 6.74
— 2 . 67
3 427 0.75 10.28 - 3 292 LEU N 13.52
— 3 .14
3 428 0.75 17.61 - 3 27 LYS NZ 15.22
— 2 . 46
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3 428 0.75 17.61 - 3 21 ARG 0 12. 19 - 2.84
3 430 0.98 15.87 - 3 224 GLU OEl 13.38 - 2.74
3 431 0.93 23 . 69 - 3 34 GLU 0E2 26.47 - 2.77
3 431 0.93 23 . 69 - 3 306 GLN OEl 22.89 - 2 .80
3 433 0.51 13.83 - 2 257 ARG NHl 11. 67 - 2 . 68
3 433 0. 51 13 .83 - 3 294 PRO 0 8.50 - 2 .73
3 433 0.51 13.83 - 3 262 PRO 0 9.27 - 2 . 97
3 434 0.85 13 . 53 - 3 327 TYR OH 7.89 - 2.68
3 434 0.85 13 . 53 - 3 62 LEU 0 14.90 - 2.92
3 435 0.70 22 . 05 - 3 326 GLU 0 21.58 - 2.47
3 435 0.70 22 . 05 - 3 326 GLU 0E2 36.31 - 3 . 05
3 436 0. 68 32.89 - 3 135 ALA 0 17.94 - 3 . 06
3 437 0.47 18.58 - 3 132 GLU 0 15.51 - 2 .47
3 438 0.75 30.14 - 3 156 HIS N 26.19 - 2 .26
3 438 0.75 30.14 - 3 155 GLU N 26. 55 - 3 . 19
3 439 0, 66 11.14 - 3 138 LYS 0 17.42 - 2.65
3 439 0.66 11.14 - 3 143 ASP 0D2 8.00 - 2.95
3 440 0.72 16. 60 - 3 235 PRO 0 12 .36 - 2.89
3 441 0. 63 8.30 - 3 33 ASP ODl 19.89 - 2.92
3 441 0. 63 8.30 - 3 146 LYS NZ 13.90 - 2.96
3 441 0.63 8.30 - 3 229 LYS NZ 12.60 - 3 .19
3 442 0. 64 17.16 - 3 63 LEU 0 17.48 - 3. 10
3 444 1. 00 23 . 03 - 3 34 GLU 0 22 . 90 - 2.71
3 444 1. 00 23 . 03 - 3 59 ARG NHl 20.86 - 3 . 03
3 446 0.90 29.55 - 3 89 ASP 0 24 . 99 - 2.89
3 447 0.87 17 .36 - 3 197 ASP ODl 16. 16 — 2 .77
3 448 0.77 11. 28 - 3 258 ARG 0 5.42 - 2 . 45
3 449 0.75 17 . 56 - 3 27 LYS NZ 15.22 - 2 . 42
3 449 0 . 75 17 . 56 - 3 70 ASN 0 17.76 - 2 .73
3 449 0.75 17.56 - 3 73 ILE 0 13 .21 - 2 . 98
3 449 0 . 75 17.56 - 3 101 GLY 0 17.94 — 3 . 07
3 452 0 . 92 19.53 - 3 20 HIS 0 14.45 - 3.01
3 453 0, 59 8.28 - 3 81 GLU 0 19.09 - 2.68
3 454 0.89 15. 42 - 3 231 ASN ODl 14.94 - 2 . 66
3 454 0. 89 15.42 - 3 188 PRO 0 9.27 — 2 .79
3 455 0. 79 13.87 - 3 160 ALA 0 10. 60 — 2.83
3 456 0.57 12.91 - 3 23 VAL 0 11.57 — 2 . 82
3 457 0.72 17.47 - 3 132 GLU 0E2 23.73 — 2.61
3 458 0. 84 15.94 - 3 68 ARG 0 22.80 - 2 . 79
3 459 0. 67 11.75 - 3 247 GLU 0 14.80 — 3. 10
3 460 0. 67 18.55 - 3 16 SER OG 15.92 — 2 . 63
3 460 0 . 67 18.55 - 3 17 ASP 0D2 20.55 — 2.99
3 461 0. 60 25. 79 - 3 278 GLU OEl 33.71 - 2.64
3 461 0.60 25.79 - 3 282 ASN ND2 16.58 - 2 . 87
3 462 0.66 12.43 - 4 128 ASP 0D2 14.49 — 2.44
3 462 0. 66 12.43 - 3 110 LYS NZ 22.70 - 2.75
3 462 0. 66 12.43 - 3 128 ASP 0 9.74 — 3.12
3 463 0.59 14 . 03 - 3 17 ASP 0 13.50 — 2 . 99
3 464 0.72 19.15 - 3 242 LYS 0 21.90 - 2.80
3 464 0 . 72 19 . 15 - 3 247 GLU 0E2 24 .73 — 2.80
3 465 0. 60 23 .76 - 3 272 GLY 0 31.61 — 2.61
3 466 0. 60 12 .26 - 3 164 MET 0 6.32 - 2.65
3 468 0.60 16.76 - 3 89 ASP N 25.31 - 3 .10
3 468 0 . 60 16.76 - 3 88 ASP N 23 . 85 - 3 .11
3 469 0 . 49 13 .53 - 3 84 TYR OH 17 .32 — 2 . 52
3 470 0.73 24 .23 - 3 322 ALA N 32 .40 - 3 . 08
3 471 0 . 99 20.36 - 3 133 ARG NHl 19 . 66 - 2 . 47
3 471 0 . 99 20.36 - 3 137 TYR OH 13 .70 - 2.81
3 472 1. 00 28 . 11 - 3 329 LYS NZ 33 . 99 - 2 .43
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3 472 1. 00 28.11 - 3 68 ARG NH2 30. 22 - 2.49
3 472 1. 00 28 .11 - 3 325 GLU 0E2 25.56 - 3 . 03
3 473 0.46 12 . 27 - 3 146 LYS NZ 13.90 - 2.84
3 473 0.46 12 . 27 - 3 187 GLU OEl 12.79 - 3 . 02
3 474 0.70 29.02 - 3 237 HIS NE 2 32.82 - 2.85
3 475 1. 00 28.30 - 3 222 TYR OH 16.21 - 3 . 05
3 475 1. 00 28. 30 - 2 258 ARG NH2 13.15 - 3 . 18
3 476 0.96 26.23 - 3 241 GLN NE 2 22.99 - 3 .15
3 477 0.81 23.21 - 3 308 SER 0 28.22 - 2 .54
4 364 0.92 11.39 - 4 124 THR 0 5.78 - 2.86
4 365 1.00 8.46 - 3 128 ASP ODl 12.49 - 2.90
4 366 0.74 5.27 - 4 166 ASN ODl 8.32 - 2 .72
4 366 0.74 5.27 - 4 124 THR OGl 9.62 - 3 . 11
4 366 0.74 5.27 - 4 150 VAL N 7.29 - 3 . 15
4 367 0.98 11.46 - 3 219 HIS 0 7.60 — 2.67
4 367 0.98 11.46 - 4 116 ALA 0 12.58 - 2 . 67
4 367 0.98 11.46 - 3 175 SER OG 11.18 - 3 .12
4 368 1. 00 6.25 - 4 172 ARG NHl 10.78 - 2.83
4 368 1.00 6.25 - 4 219 HIS NDl 8.49 - 2.94
4 369 0.99 15.62 - 4 73 ILE 0 13.49 - 2.74
4 369 0.99 15.62 - 4 100 LYS 0 20.30 - 3 . 02
4 370 1. 00 9 . 50 - 4 116 ALA N 11.55 - 3 . 03
4 370 1.00 9.50 - 3 175 SER OG 11.18 - 3 . 13
4 370 1. 00 9.50 - 3 172 ARG NHl 5.43 - 3.14
4 370 1. 00 9.50 - 4 114 PRO 0 13 .45 - 3 . 16
4 371 1. 00 8.55 - 4 121 GLU OEl 6.59 - 2 . 69
4 371 1. 00 8.55 - 4 152 LYS N 12 . 56 - 3.00
4 372 1. 00 9.28 - 3 125 GLN OEl 11.29 - 2 . 85
4 372 1. 00 9 .28 - 4 127 LEU 0 3.46 - 2.91
4 373 1. 00 8.10 - 4 226 THR OGl 8.99 - 2.55
4 373 1. 00 8.10 - 4 213 TYR OH 4 .34 - 3.02
4 374 0.75 7.48 - 4 287 ASN ND2 7.54 - 2.79
4 374 0.75 7.48 - 4 297 LEU N 10.45 - 2 . 82
4 375 1. 00 18.83 - 4 259 THR 0 6.89 - 2 . 80
4 376 1. 00 11.96 - 4 165 GLU OEl 14.95 — 2.40
4 376 1. 00 11.96 - 4 168 ASN ND2 13.22 - 2.94
4 376 1.00 11.96 - 3 168 ASN ND2 12 . 53 - 3 .19
4 377 0.86 14.60 - 4 196 HIS NE 2 14.55 — 2.22
4 377 0. 86 14.60 - 4 234 THR 0 10.15 - 2.90
4 378 0.95 7.96 - 4 210 ALA 0 2.53 - 2.77
4 379 0.87 5.86 - 4 109 ASP 0D2 7.71 - 2.61
4 379 0.87 5.86 - 4 148 ARG 0 9.67 - 2.95
4 380 1.00 15.44 - 4 131 SER N 9.80 - 2.93
4 381 0.98 9.98 - 4 159 SER OG 7.24 - 3 . 16
4 382 0.99 19.37 - 4 270 LEU 0 17.06 - 2.69
4 382 0.99 19.37 - 4 232 MET N 12.24 - 2.72
4 383 0.81 5.10 - 4 207 LYS 0 3 .47 — 2.83
4 384 0.73 12.94 - 4 196 HIS NDl 15.50 — 2.95
4 384 0.73 12.94 - 4 153 ILE 0 15.53 - 2.96
4 385 0.98 10 .35 - 4 218 ASP 002 10.28 - 2.65
4 385 0.98 10.35 - 4 217 SER OG 4.85 - 2.82
4 386 0.68 6.36 - 4 264 VAL 0 6.29 - 2.88
4 386 0. 68 6.36 - 4 262 PRO 0 7.73 - 3.02
4 386 0. 68 6.36 - 4 294 PRO 0 12.21 - 3. 07
4 388 0.86 9.80 - 4 165 GLU 0E2 16. 19 - 2 . 65
4 389 0.94 12.26 - 4 150 VAL 0 12 .48 - 2.70
4 389 0.94 12 .26 - 4 122 THR N 6.11 - 2.98
4 389 0.94 12 .26 - 4 122 THR 0 7 .21 - 3 . 04
4 390 1.00 17 . 39 - 4 191 LEU 0 15. 89 - 2 . 59
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4 390 1. 00 17.39 - 4 193 ASP 0 2 0.66 - 2.75
4 390 1. 00 17.39 — 4 153 ILE N 12.55 — 2.97
4 391 0. 77 7.31 - 4 213 TYR 0 6.42 — 2 . 68
4 392 0.77 7.32 - 4 263 ALA 0 8.51 — 2.58
4 392 0.77 7.32 - 4 265 THR OGl 6.97
— 2.78
4 393 0.86 10.13 - 4 179 GLN OEl 14.34 — 2.68
4 393 0.86 10.13 — 4 175 SER 0 6.63
— 3.03
4 394 0.79 9.19 - 4 161 LEU N 7.33
— 3.02
4 395 0.98 15.57 — 4 211 ALA 0 5.91 — 2.87
4 396 1. 00 11. 33 — 4 23 VAL 0 12. 05
— 2.62
4 396 1.00 11.33 - 4 24 ALA 0 12.52 — 2.85
4 396 1.00 11.33 — 4 27 LYS 0 14. 10 — 2.93
4 397 0.80 1.59 - 4 224 GLU 0E2 10. 21
— 2.62
4 397 0.80 1.59 — 4 223 LEU N 3 .46
— 2.83
4 398 0.79 10.46 - 1 217 SER OG 4.35
— 2.61
4 398 0.79 10.46 - 4 206 GLU 0 5.77
— 3.00
4 399 0. 69 10.27 — 4 109 ASP ODl 6.36 — 2.87
4 399 0. 69 10.27 — 4 146 LYS NZ 10. 29
— 2.94
4 399 0.69 10.27 — 4 107 LYS NZ 17.83 — 3.08
4 400 0.90 11. 44 - 3 117 GLY 0 15. 16 — 2.63
4 400 0.90 11.44 — 1 203 TYR OH 26. 26 — 3.19
4 401 0.85 15.69 - 4 285 ALA G 14. 61 — 2.88
4 402 0.63 10.86 - 4 246 GLU G 15. 55 — 3.13
4 403 0.59 10.86 - 4 221 ILE G 9. 65 — 3.00
4 404 0.87 12.22 - 4 190 ILE G 11.76 — 2.70
4 404 0.87 12.22 - 4 189 GLU GEl 18 . 00 — 3.00
4 405 0.94 7.43 - 4 178 GLN GEl 4. 35 — 2 . 88
4 406 0.94 12.61 - 4 143 ASP GDI 13. 39 - 2.62
4 406 0.94 12.61 - 4 141 GLY G 14. 66 - 2.73
4 406 0.94 12.61 - 4 104 VAL N 9.77 - 2.96
4 407 0.71 22.85 - 4 197 ASP N 19.55 — 3 . 09
4 408 0.61 11.86 - 4 234 THR GGl 14.19 - 2.73
4 408 0.61 11.86 - 4 232 MET G 9.89 — 2 .77
4 409 0.97 13.67 - 4 172 ARG NH2 11. 19 - 2.90
4 410 0.88 15. 36 - 4 32 ALA G 16. 41 — 2.39
4 410 0.88 15. 36 - 4 82 THR GGl 15.76 - 2.96
4 410 0.88 15.36 - 4 79 PHE N 15.52 — 2.97
4 411 0.95 13.65 - 4 218 ASP G 5.30 - 2.89
4 412 0.77 10.51 - 4 119 ASN N 11.96 - 2 .62
4 412 0.77 10.51 - 4 121 GLU GE2 9.94 - 2.76
4 413 0.71 13.25 - 4 114 PRO G 13.45 - 2.17
4 413 0.71 13.25 - 3 172 ARG NH2 9.52 - 3.19
4 414 0.97 19.22 - 4 276 GLU G 17.62 — 2.57
4 414 0.97 19.22 - 4 304 ALA G 19.13 — 2.65
4 414 0.97 19.22 - 4 334 ASN ND2 16.20 — 2.94
4 414 0.97 19.22 - 4 330 ARG NE 20.88 — 3.06
4 415 1.00 18.59 - 4 81 GLU GEl 22.66 - 2.58
4 415 1.00 18.59 - 4 82 THR GGl 15.76 — 2.76
4 415 1. 00 18.59 - 4 59 ARG NHl 23 .71 - 2.96
4 416 0.81 15.93 - 4 295 TRP G 9.79 — 2.81
4 417 0.98 18.98 - 4 276 GLU GEl 19.62 - 2.53
4 417 0.98 18 .98 - 4 308 SER N 26.35 — 2.97
4 417 0.98 18.98 - 4 309 ALA N 24.93 — 3.02
4 418 0.78 12.62 - 4 14 GLU GE2 21.16 - 2.68
4 419 0.72 11.10 - 4 293 LYS N 13 .96 - 2 .89
4 420 0.91 11. 44 - 4 107 LYS G 12 .78 - 2.85
4 420 0.91 11.44 - 4 80 HIS N 14.27 - 2.93
4 422 0.86 17.62 - 4 168 ASN GDI 12 .78 — 2.87
4 423 0.70 14.96 - 4 178 GLN G 8 .61 - 2.81
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4 423 0.70 14.96 - 4 11 GLN NE 2 18. 04 — 3 . 18
4 425 0. 57 13 .85 - 4 265 THR 0 7.83 — 2 . 58
4 427 0.76 11.11 - 4 292 LEU N 14.70 — 3 . 04
4 428 0. 87 21. 97 - 4 27 LYS NZ 20. 34 — 2.65
4 428 0.87 21.97 - 4 21 ARG 0 14.54 — 2 .86
4 430 0. 88 14 .24 - 4 224 GLU OEl 14.21 — 2 .86
4 430 0.88 14.24 - 1 257 ARG NE 13 .19 — 3 .12
4 430 0. 88 14.24 - 1 257 ARG NH2 18. 54 — 3.17
4 431 0.83 22.99 - 4 34 GLU 0E2 23.57 - 2.64
4 431 0.83 22.99 - 4 59 ARG NE 21.30 — 3.05
4 431 0.83 22.99 - 4 306 GLN OEl 24 . 84 - 3 .20
4 433 0.50 13.73 - 1 257 ARG NHl 11. 07 - 2.78
4 433 0. 50 13.73 - 4 294 PRO 0 12.21 — 2.86
4 433 0. 50 13 .73 - 4 262 PRO 0 7.73 - 2.89
4 434 0.78 17.10 - 4 327 TYR OH 10.86 — 2.48
4 434 0.78 17.10 - 4 62 LEU 0 15. 98 - 3 . 09
4 435 0.97 22.97 - 4 326 GLU 0E2 30.86 - 2.80
4 435 0. 97 22 .97 - 4 326 GLU 0 20. 85 - 2.82
4 436 0.70 16.97 - 4 135 AIA 0 15.10 - 2 . 54
4 437 0.63 16.39 - 4 132 GLU 0 13.54 - 2.87
4 438 1. 00 27.12 - 4 156 HIS N 24.43 - 2.72
4 438 1. 00 27 .12 - 4 119 ASN ND2 21. 93 - 2 .77
4 439 0.70 9 . 90 - 4 138 LYS 0 17.89 - 2 . 68
4 439 0 .70 9 .90 - 4 143 ASP 0D2 7.74 - 2 .96
4 440 0. 59 23 . 97 - 4 235 PRO O 18 . 10 - 2.79
4 440 0. 59 23 .97 - 4 237 HIS NDl 34 . 86 - 2.95
4 441 0. 58 11. 48 - 4 146 LYS NZ 10. 29 - 3 . 06
4 441 0. 58 11. 48 - 4 33 ASP ODl 22 . 84 - 3 . 15
4 445 0.71 13.82 - 4 284 ASN ND2 13 . 00 - 2 . 61
4 445 0.71 13 .82 - 4 281 ILE 0 12.11 - 3 . 19
4 446 0 .81 19.45 - 4 329 LYS 0 16.17 - 3 . 00
4 447 0.88 27 .13 - 4 59 ARG NHl 23 . 71 - 2 . 52
4 447 0. 88 27 .13 - 4 34 GLU 0 23 .11 - 2 . 88
4 448 0.62 15. 03 - 4 133 ARG 0 11. 61 - 2.91
4 449 0. 87 15. 63 - 4 133 ARG NH2 16. 60 - 2.58
4 449 0. 87 15.63 - 4 128 ASP 0 11.12 - 2.78
4 449 0.87 15. 63 - 4 126 GLY 0 8.54 - 2 . 79
4 450 0.46 11. 30 - 4 221 ILE 0 9. 65 - 2.75
4 451 1.00 16.43 - 4 164 MET 0 4. 69 - 2.90
4 452 0.45 3.62 - 4 109 ASP 0D2 7.71 - 2 . 66
4 453 0. 69 12.26 - 4 20 HIS 0 14.16 - 2.77
4 454 0.96 21. 34 - 4 84 TYR OH 11.17 - 2 . 65
4 455 0.53 13.88 - 4 180 ASN ODl 13.57 - 2 . 93
4 456 0.49 13.60 - 4 300 SER 0 12 .19 - 2 . 51
4 456 0.49 13 . 60 - 4 229 LYS NZ 9.82 - 2 . 60
4 457 0. 66 9.05 - 4 71 PRO 0 16.17 - 2.56
4 457 0. 66 9.05 - 4 25 PRO 0 11.80 - 2.95
4 458 0. 53 11.41 - 4 129 GLY 0 8.59 - 2 . 79
4 459 0. 63 16.32 - 4 117 GLY N 11. 62 - 2.93
4 460 0. 64 14 . 55 - 4 338 CYS 0 15.11 - 2 . 92
4 461 0.57 23 . 54 - 4 16 SER OG 17.64 - 2 . 73
4 461 0.57 23.54 - 4 17 ASP 0D2 24.73 - 3 . 07
4 462 0.72 21.50 - 4 272 GLY 0 30.09 - 2.46
4 464 0.71 21.45 - 4 278 GLU OEl 28.43 - 2 . 57
4 464 0.71 21.45 - 4 282 ASN ND2 15.45 - 3 .12
4 465 0. 68 13 .93 - 4 287 ASN ND2 7.54 - 2.76
4 466 0.46 9.51 - 4 189 GLU 0E2 15.30 - 2 . 88
4 468 0.85 15.21 - 4 70 ASN 0 18.21 - 2 . 50
4 468 0.85 15. 21 - 4 27 LYS NZ 20.34 - 2.57
4 468 0 . 85 15. 21 - 4 73 ILE 0 13 .49 - 2.74
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